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Нуклеиновые кислоты прошли длинный и тернистый путь “от лабораторного стола до больничной
палаты” (“from bench to bedside”). В настоящее время можно предположить, что лекарственные
препараты на основе модифицированных олигонуклеотидов найдут достойное применение в
персонализированной медицине будущего.
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Модифицированные олиго- и полинуклеоти-
ды стали важнейшими инструментами в молеку-
лярной биологии, биохимии, медицинской хи-
мии, диагностических процедурах и завоевывают
свою нишу среди терапевтических средств нового
поколения. Решающее значение для качествен-
ного скачка в изучении свойств и использовании
такого рода соединений сыграло появление уни-
версального автоматизированного метода синте-
за фрагментов нуклеиновых кислот (НК). Констру-
ирование, синтез и применение олигонуклеотидов
как лекарственных препаратов были бы невозмож-
ны, если бы в апреле 1953 г. в журнале “Nature” не
появились три легендарные статьи, описываю-
щие структуру ДНК. Первая – Джеймса Уотсона
(J.D. Watson) и Фрэнсиса Крика (F.H. Crick) [1],
в которой впервые приведена трехмерная модель
структуры ДНК. Две другие статьи были написаны
учеными Королевского колледжа в Кембридже.
Розалинд Франклин (R.E. Franklin) и Раймонд
Гослинг (R.G. Gosling) представили исследова-
ние дифракции рентгеновских лучей на кристал-
лах ДНК [2], а Морис Уилкинс (M.H. Wilkins),
Александр Стокс (A.R. Stokes) и Герберт Уилсон
(H.R. Wilson) [3] сделали расчеты параметров двой-
ной спирали на основе кристаллографических
данных. История открытия двойной спирали хо-
рошо описана не только в знаменитой книге Уот-
сона “Двойная спираль: воспоминания об откры-
тии структуры ДНК” [4], но и в ряде других книг,
например, в книге “Розалинд Франклин: темная

леди ДНК”, опубликованной Брендой Мэддокс
(B. Maddox) в 2002 г. [5].

Появление этих книг, современных обзоров
по истории развития химии нуклеиновых кислот
и их применения [6–8], а также желание многих
ученых представить свои работы в данном тема-
тическом номере журнала свидетельствуют о том,
что до сих пор значимость этого фантастического
и феерического события, поистине величайшего
в ХХ веке, и его последствий не перестает привле-
кать внимание ученых и историков науки.

История химического синтеза ДНК началась
через два года после открытия структуры двойной
спирали ДНК Уотсоном и Криком. Решение про-
блемы быстрого и эффективного синтеза фраг-
ментов НК являлось основанием для развития
молекулярной биологии, биотехнологии, генети-
ки, инженерии белков, расшифровки генома че-
ловека. История синтеза НК включает тысячи ра-
бот ученых из многих стран мира. Исследования од-
них строились на достижениях других. Невозможно
перечислить всех, кто внес свой вклад в развитие
этой области. В первой классической работе, опуб-
ликованной А.М. Микельсоном (A.M. Michelson)
и А.Р. Тоддом (A.R. Todd), описывался синтез
динуклеотида с использованием соединений
трехвалентного фосфора [9]. Это был “мастер-
класс” постановки защитных групп и методов
фосфитилирования. Впервые был использован
прогрессивный для того времени способ выделе-
ния полученного динуклеозидфосфата с помо-
щью бумажной ионообменной хроматографии.
Знаменательными событиями в истории химии
олигонуклеотидов явились синтез гена тРНК и по-
явление универсального автоматизированного ме-
тода синтеза олигонуклеотидов, поэтому, при-

Сокращения: siРНК – малая интерферирующая РНК;
АСО – антисмысловые олигонуклеотиды; НК – нуклеи-
новая кислота.

# Автор для связи: (тел.: +7 (916) 206-41-02; факс: +7 (495)
939-31-81; эл. почта: oretskaya@belozersky.msu.ru).
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знавая заслуги многих химиков, в первую очередь
следует отметить огромный вклад Х.Г. Кораны
(H.G. Khorana) и М.Х. Карузерса (M.H. Caruthers)
[6–8, 10–12]. Параллельно с совершенствованием
методов создания межнуклеотидной связи и вве-
дения/удаления защитных групп начался бум по
встраиванию модифицированных звеньев во
фрагменты ДНК, изучению влияния модифика-
ций на химические и физико-химические свой-
ства одно- и двутяжевых фрагментов и их широ-
кому использованию в фундаментальных иссле-
дованиях, медицинской и диагностической
практике.

Немодифицированные НК могут выступать как
объект и инструмент исследования или воздей-
ствия на биологические процессы. Однако введе-
ние модифицированных фрагментов в олигонук-
леотидную цепь позволяет значительно расши-
рить комплекс задач, в том числе существенно
улучшить проникновение фрагментов ДНК через
клеточные мембраны, повысить устойчивость к
действию клеточных нуклеаз, увеличить термо-
динамическую стабильность НК-дуплексов. Встра-
ивание в олигонуклеотид химически активных
групп дает возможность получить разнообразные
конъюгаты с молекулами пептидов, красителей
и др. В принципе, возможно постсинтетическое
введение статистических модификаций или мо-
дификаций по 3'- и/или 5'-концу олигонуклеоти-
дов, однако наиболее универсальным методом
является направленное встраивание модифици-
рованного звена в заранее заданное положение оли-
гомерной цепи в процессе химического синтеза.
Модификации можно подразделить на терминаль-
ные и внутрицепочечные. Замена или введение до-
полнительных группировок может происходить по
межнуклеотидной фосфатной группе, углеводному
фрагменту или гетероциклическому основанию.

Модификация олигонуклеотидов направлена
на улучшение фармакокинетических и фармако-
динамических свойств. Можно выделить некото-
рую направленность в изменении свойств при вве-
дении модификаций, в частности изменение угле-
водофосфатного остова приводит к повышению
нуклеазной стабильности и аффинности к НК,
тогда как присоединение заместителей по 3'- и
5'-концам значительно улучшает доставку олиго-
нуклеотидов к органам и проникновение в клетки.

Важно всегда помнить, что одним из фунда-
ментальных свойств олигонуклеотидов является
их способность к комплементационным взаимо-
действиям, поэтому при введении различных мо-
дификаций одной из главных задач является со-
хранение структур и функций, необходимых для
взаимодействия с комплементарными участками
целевых нуклеиновых кислот. Не случайно, что
модификация в большинстве случаев направлена
на углеводофосфатный остов [13–18]. Важными
аспектами являются повышение специфичности
связывания модифицированных олигонуклеоти-

дов с целевыми нуклеиновыми кислотами или
НК-связывающими белками, увеличение стабиль-
ности этих соединений по отношению к гидроли-
зу клеточными нуклеазами. Тем не менее следует
отметить, что в любом случае модификации не
должны приводить к появлению токсичных мета-
болитов [13].

Если ранее речь шла о какой-то конкретной
модификации (основными вехами принято счи-
тать описанные в обзорах [6–8, 13], в том числе
2′-F (1964), PS (1966), 2′-O-метил (1969), 2′-O-
MOE (1978), PMO (1989), PNA (1991), NP (1994),
LNA (1998), tc-DNA (2002)), то к настоящему мо-
менту накоплена такая “солидная библиотека”
олигонуклеотидных производных, что следует го-
ворить о семействах модификаций. Это можно про-
демонстрировать на примере 2',4'-мостиковых оли-
гонуклеотидов, описанных в обзоре Wan et al. [13],
где приведены сведения о 30-мостиковых анало-
гах. До сих пор остаются востребованными такие
изменения структуры, которые приводят к сни-
жению суммарного заряда модифицированного
олигонуклеотида и повышению его гидрофобно-
сти [19–23].

К настоящему моменту 11 препаратов [24] на
основе олигонуклеотидов были одобрены к исполь-
зованию в медицинской практике (табл. 1).

Клинические испытания ряда других модифи-
цированных олигонуклеотидов (антисмысловых
олигонуклеотидов (AСO), малых интерферирую-
щих РНК (siРНК), “ловушек”, аптамеров) про-
должаются. Это указывает на то, что потенциал
АСО и других основанных на НК лекарствен-
ных препаратов реализуется вполне успешно. Ис-
пользование синтетических олигонуклеотидов
для терапевтических целей требует нового подхо-
да для их рационального дизайна и крупномас-
штабного синтеза [36]. В то время как более чем
70 кандидатов в лекарственные препараты про-
шли разные стадии клинических испытаний [6],
для значительного количества АСО испытания
были прекращены. Список олигонуклеотидов, от-
клоненных для дальнейшего использования в ка-
честве биомедицинских препаратов, продолжает
расти. Причиной может быть неподтвержденная
мишень в гене, неправильно подобранная нуклео-
тидная последовательность AСO, достигнутый уро-
вень нокдауна, недостаточный для терапии, актив-
ность AСO вне цели и, что наиболее важно, тера-
певтический индекс, ограничивающий лечение.

Анализируя данные табл. 1, можно легко заме-
тить, что несмотря на колоссальное число пред-
ложенных модификаций, сейчас на практике ре-
ально используются лишь несколько (весьма не-
большая часть из потенциально возможных)
относительно простых. Остальные, не нашедшие
пока применения в качестве лекарств, широко
применяются в научных исследованиях или нахо-
дятся на различных стадиях клинических испыта-
ний [37–41].
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Таблица 1. Олигонуклеотиды, используемые в качестве лекарственных препаратов

Примечание: FDA – Управление по санитарному надзору за качеством пищевых продуктов и медикаментов (США); EMA –
Европейское агентство лекарственных средств; MHLW – Министерство здравоохранения, труда и благосостояния Японии;
PS – тиофосфат, PO – фосфат; ss или ds – одно- или двуспиральный.

Препарат
Организация 

(год 
одобрения)

Межнуклеозидный 
фосфат

Углеводный
фрагмент или остаток 

морфолина

Особенности строения 
соединения Cсылка

Фомивирсен 
(Fomivirsen)

FDA (1998),
EMA (1999)

PS, PO 2'-Дезоксирибоза ss [25]

Пегаптаниб 
(Pegaptanib)

FDA (2004) PO 2'-F-2'-дезоксипири-
мидиновые
и 2'-O-метилпурино-
вые нуклеозиды

ss [26]
5'-концевой ПЭГ-линкер, 

3',3'-межнуклеотидная связь, 
аптамер

Мипомерсен 
(Mipomеrsen)

FDA (2013) PS, PO 2'-Дезоксирибоза
и 2'-O-(2-метокси-
этил)рибоза

ss [27]
центральная часть – дезокси-

нуклеотиды, остальные
рибонуклеотиды (гэпмер)

Этеплирсен 
(Eteplirsen)

FDA (2016) Диамидофосфат ss
на 5'-конце

[28]

Нусинерсен
(Nusinersen)

FDA (2016)
EMA (2017)

PS, PO 2'-O-(2-метокси-
этил)рибоза

ss [29]

Инотерсен
(Inotersen)

FDA (2018)
EMA (2018)

PS, PO 2'-O-(2-метокси-
этил)рибоза

ss
гэпмер

[30]

Патисиран
(Patisiran)

FDA (2018)
EMA (2018)

PO 2'-O-метилрибоза
и 2'-дезоксирибоза

ds siРНК [31]
основная часть – рибонук-

леотиды, на 3'-конце по два T
Воланесорсен 
(Volanesorsen)

EMA (2019) PS, PO 2'-Дезоксирибоза
и 2'-O-(2-метокси-
этил)рибоза

ss
гэпмер

[32]

Гивосиран 
(Givosiran)

FDA (2019) PS на концах,
другие PO

2'-F(A/C/G)
2'-O-метил(A/C/G/U)

ds siРНК [33]
на 3'-конце L96

(“трехантенный” GalNAc)
Голодирсен 
(Golodirsen)

FDA (2019) Диамидофосфат ss
на 5'-конце

[34]

Вилтоларсен 
(Viltolarsen)

MHLW 
(2020)

Диамидофосфат ss [35]

O
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Поиск лекарственных препаратов на основе
самым разным образом модифицированных оли-
гонуклеотидов напоминает теорему Курта Геделя
(K.F. Godel) о неполноте: всякая система математи-
ческих аксиом, начиная с определенного уровня
сложности, либо внутренне противоречива, либо
неполна [42]. Клетка, а тем более организм в целом,
слишком сложны, а информация о функциониро-
вании системы недостаточна, чтобы сконструиро-
вать некое универсальное средство для лечения да-
же уникальной (отдельной) болезни. Данный факт
является причиной того, что широкий ряд ДНК-
фрагментов, содержащих иногда набор различный
модификаций, не доходят даже до самой ранней
стадии клинических испытаний, оставаясь в хими-
ческой лаборатории в качестве новых соединений,
но не биомедицинских препаратов.

Химический синтез терапевтических олиго-
нуклеотидов нетривиален, и комбинированные эф-
фекты нескольких модификаций часто непредска-
зуемы. При выборе модификаций и их положений
в НК-фрагменте необходимо руководствоваться
эмпирическим тестированием.

Отсутствие противовирусного препарата для
борьбы с SARS-CoV-2 привело к использованию
различных лекарств, ингибирующих отдельные
стадии репликации вирусов [43]. Было бы уди-
вительно, если бы не появились публикации, в
которых пока чисто теоретически не были бы
предложены направления воздействия на вирус
с помощью олигонуклеотидов. Rossi et al. [44]
предполагают, что терапевтические средства на
основе олигонуклеотидов могут быть нацелены
либо на сам вирус, ингибируя его трансмембран-
ный S-белок (spike protein) или воздействуя на его
репликационные белки через нарушение НК-бел-
ковых взаимодействий (аптамеры), либо направ-
лены на вирусный геном через подавление экс-
прессии генов (gene silencing), опосредованное
siРНК или АСО. Подходы, заставляющие гены
“молчать”, могут уменьшить воспалительные эф-
фекты в легких и других органах, приводящие к
смертности в тяжелых случаях COVID-19.

В настоящее время можно предположить, что
олигонуклеотидные препараты найдут достойное
применение при лечении различных заболева-
ний, в том числе наследственных и орфанных
(редких), а также в диагностике и в персонализи-
рованной медицине будущего.
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Nucleic acids have come a long and arduous journey “from the bench to the bedside.” At present, it can be
assumed that drugs based on modified oligonucleotides will find a worthy application in personalized medicine
of the future.
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В данной работе были получены новые представители класса фосфорилгуанидиновых олигонук-
леотидных производных. Предложена и осуществлена синтетическая схема, позволяющая полу-
чать из различных вторичных аминов широкий набор диаминокарбенийазидов для последующего
введения тетразамещенных гуанидиновых остатков в состав олигонуклеотидов по реакции Шта-
удингера. Был выявлен ряд факторов, влияющих на выход фосфорилгуанидинового производно-
го, таких как размер алкильных заместителей в составе используемого азида и его чистота, а также
проведение процедуры элиминирования защитной цианэтильной группы, предшествующей фи-
нальному деблокированию олигонуклеотида.

Ключевые слова: автоматизированный синтез олигонуклеотидов, модифицированные олигонуклеотиды,
органические азиды, реакция Штаудингера, фосфорилгуанидины, фосфорилгуанидиновые олигонуклео-
тиды (ФГО)
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ВВЕДЕНИЕ
Синтетические олигонуклеотиды в настоящее

время нашли широкое применение в различных
областях молекулярной биологии, биотехнологии
и медицины. На данный момент более 10 олиго-
нуклеотидных препаратов уже одобрены органи-
зацией FDA (Food and Drug Administration), а бо-
лее 40 препаратов находятся на различных стадиях
клинических испытаний [1–3]. Для терапевти-
ческого применения олигонуклеотидов особое
значение имеют такие свойства, как химическая
и энзиматическая устойчивость, эффективность
проникновения в клетки и биораспределение, ко-
торые достигаются введением различных модифи-
каций в состав создаваемых НК-конструкций [4].

Существует множество путей введения хими-
ческих модификаций в структуру олигонуклеоти-
дов [5, 6], при этом реализация большинства из
них зачастую является отдельной синтетической

задачей. Разработка подходов, позволяющих уни-
фицировать процедуру введения различных моди-
фикаций и их комбинаций в состав олигонуклеоти-
да, является актуальным технологическим этапом, а
применение способов, совместимых с протоколами
твердофазного амидофосфитного синтеза, позво-
лит сделать создание различных олигонуклеотид-
ных конструкций рутинной процедурой.

В Институте химической биологии и фунда-
ментальной медицины СО РАН был разработан
новый класс НК-производных – фосфорилгуа-
нидиновые олигонуклеотиды [7]. Для их получе-
ния использовали окисление фосфиттриэфирной
группы (промежуточного продукта олигонуклео-
тидного синтеза) тетразмещенным диаминокарбе-
нийазидом по реакции Штаудингера. В настоящее
время эффективность данного подхода продемон-
стрирована на примере коммерчески доступно-
го диаминокарбенийазида – гексафторфосфата
2-азидо-1,3-диметилимидазолидиния (ADMP) [8].
Новый класс соединений и метод их получения
в настоящий момент запатентованы в России и
Японии и находится на стадии патентования в
национальных ведомствах других стран [9].

Данный подход позволяет вводить замещенные
гуанидиновые остатки по межнуклеотидному фос-

Сокращения: ADMP – гексафторфосфат 2-азидо-1,3-ди-
метилимидазолидиния; CPG – стекло с контролируемым
размером пор (controlled pore glass); DIPEA – N,N-диизо-
пропилэтиламин; НК – нуклеиновая кислота; офВЭЖХ –
обращенно-фазовая высокоэффективная жидкостная хро-
матография.

# Автор для связи: (тел.: +7 (923) 243-26-23; эл. почта:
kuprummax@gmail.com; pyshnyi@niboch.nsc.ru).

УДК 577.113.4
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фату олигонуклеотидной цепи с высокой эффек-
тивностью, даже в случае получения олигонуклео-
тидов с полностью модифицированным остовом.
Реакция не требует применения высококонцен-
трированных растворов и нагревания, что позво-
лило адаптировать метод введения данной моди-
фикации к автоматическому синтезу олигонук-
леотидов на ДНК/РНК-синтезаторах.

Данная статья посвящена разработке схемы
синтеза различных тетразамещенных диамино-
карбенийазидов и получения новых представите-
лей класса фосфорилгуандиновых олигонуклео-
тидов по реакции Штаудингера.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Получение тетразамещенных диаминокарбений-
азидов. В настоящее время единственным коммер-
чески доступным диаминокарбенийазидом явля-
ется ADMP (рис. 1а), используемый для введения
1,3-диметилимидазолидиновой группы в состав
олигонуклеотидного остова (рис. 1б). Для получе-
ния фосфорилгуанидиновых производных с дру-
гими заместителями (рис. 1в) необходимо разра-
ботать схему синтеза соответствующих диамино-
каребнийазидов.

Для синтеза набора азидов-модификаторов,
несущих различные заместители, была выбрана
схема, включающая следующие этапы: получение
замещенной мочевины, конвертацию мочевины
в соответствующий диаминокарбенийхлорид и
замещение атома хлора на азидогруппу.

Учитывая трудоемкость получения несиммет-
ричных замещенных мочевин, было решено ис-
пользовать различные вторичные амины как исход-
ные соединения, содержащие различные функцио-
нальные остатки. В качестве карбонилирующего
агента был выбран тиофосген (рис. 2, стадия (1)).
Далее взаимодействием с оксалилхлоридом тио-
мочевины конвертировали в диамиокарбений-
хлориды (рис. 2. стадия (2)), так называемые соли

Вильсмайера [10]. Для получения диаминокарбе-
нийазидов действием азида натрия замещали атом
хлора на азидогруппу (рис. 2, стадия (3)) [11].

В качестве исходных соединений для получе-
ния целевых азидов были выбраны вторичные
амины с алкильными заместителями различной
длины (рис. 3, (IIIa–VIa)), а также тетраметилмо-
чевина (рис. 3, (Ib)) и коммерчески доступная соль
Вильсмайера (рис. 3, (IIc)) для синтеза азидов по
сокращенной схеме. На первой стадии синтеза
взаимодействием тиофосгена с избытком вторич-
ного амина получали симметричные тетразаме-
щенные тиомочевины (IIIb–VIb). Для связывания
образующегося HCl в реакционную смесь добав-
ляли N,N-диизопропилэтиламин (DIPEA) либо,
если образующаяся соль используемого амина (Va)
и (VIa) выпадала в осадок, вносили дополни-
тельное количество такого амина. Получаемые
тиомочевины отделяли от избытка амина и по-
бочных продуктов методом колоночной хромато-
графии. Полноту протекания реакций и чистоту
образующихся продуктов контролировали при
помощи анализа методами ТСХ и 1H-ЯМР.

На следующей стадии взаимодействием тио-
мочевин с оксалилхлоридом получали диамиокар-
бенийхлориды, так называемые соли Вильсмайе-
ра. В ходе реакции образуются газообразные CO
и CSO, что позволяет избежать необходимости
очистки целевого продукта от продуктов дегра-
дации используемого реагента. Кроме того, окса-
лилхлорид обладает достаточно низкой темпера-
турой кипения (61°C), что позволяет отделять его
избыток от реакционной смеси при упаривании.
В данной реакции образуется соль Вильсмайера с
анионом Cl–, но для повышения растворимости
конечного продукта в органических растворите-
лях противоион замещали на гексафторфосфат в
реакции обмена с солью KPF6 [12], после чего от-
деляли реакционную смесь от осадка хлорида ка-
лия фильтрованием.

Рис. 1. (а) – Гексафторфосфат 2-азидо-1,3-диметилимидазолидиния (ADMP) – единственный коммерчески доступ-
ный диаминокарбенийазид; (б) – фосфорилгуанидиновое производное олигонуклеотида c 1,3-диметилимидазолиди-
новой группой; (в) – фосфорилгуанидиновое производное олигонуклеотида с различными заместителями R1–R4.
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Поскольку соли Вильсмайера обладают край-
не высокой реакционной способностью, данные
соединения не выделяли, и после фильтрования и
упаривания получаемую реакционную смесь вво-
дили в реакцию с азидом натрия для замещения
атома хлора на азидогруппу. Азид натрия мало рас-
творим в органических растворителях, поэтому
для проведения реакции использовали суспензию

азида натрия в ацетонитриле. Анализ 1H-ЯМР-
спектров полученных азидов показал, что сигна-
лы, соответствующие примесям непрореагиро-
вавших веществ и возможным продуктам их де-
градации, составляют не более 10% от суммарной
интенсивности. Таким образом, реакции получе-
ния соли Вильсмайера и замещения атома хлора
на азидогруппу протекают с высокой эффектив-
ностью.

C использованием разработанной синтетиче-
ской схемы был получен набор из шести азидов-
модификаторов (рис. 4).

Использование синтезированных азидов для
введения модификаций в состав олигонуклеоти-
дов. Для проверки эффективности протекания
реакции Штаудингера с использованием полу-
ченных азидов-модификаторов были синтезирова-
ны модельные октатимидилаты 5'-T*TTTTTTT-3'
(рис. 5). После этапа присоединения мономера
стадию окисления не проводили, автоматический
синтез останавливали, реактор вынимали из син-
тезатора, полимерный носитель (CPG) с иммоби-
лизованным фосфиттриэфиром переносили из
реактора в пластиковую пробирку и проводили
реакцию Штаудингера с раствором диамиокарбе-
нийазида. Затем переносили носитель в реактор
для синтеза олигонуклеотидов, после чего про-
должали обработки в рамках автоматизированно-
го твердофазного синтеза.

Эффективность введения модификации (кон-
версию) оценивали по профилю офВЭЖХ как от-
ношение площади пика, соответствующего моди-

Рис. 2. Схема получения диаминокарбенийазидов: (1) – получение тиомочевины; (2) – получение соли Вильсмайера;
(3) – замещение атома хлора на азидогруппу.
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фицированному олигонуклеотиду, к суммарной

площади пиков на хроматограмме. Для обеспече-

ния введения модификации с эффективностью

не менее 50% при проведении реакции Штаудин-

гера в большинстве случаев использовали концен-

трированные 1 М растворы азидов-модификато-

ров в ацетонитриле при умеренном нагревании

(40°С). Условия, значения конверсии введения

модификаций, а также результаты масс-спек-

трометрии полученных представителей класса

Рис. 4. Библиотека синтезированных диаминокарбенийазидов.
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фосфорилгуанидинов представлены в табл. 1.
Кроме того, в табл. 1 приведено значение конвер-
сии при использовании коммерчески доступного
азида ADMP, получаемое при введении модифи-
кации в ручном режиме по описанному выше про-
токолу. Стоит отметить, что при проведении ре-
акции с ADMP в автоматическом режиме синтеза
значения конверсии превышают 99% [8].

Анализируя значения конверсии, можно вы-
явить закономерность: эффективность введе-
ния модификации падает с нарастанием разме-
ра алкильных заместителей, что можно объяснить
стерическими затруднениями при взаимодей-
ствии азида с фосфиттриэфирной группой в со-
ставе растущей олигонуклеотидной цепи. В слу-
чае азида (VI), содержащего четыре гексильных
заместителя, реакция Штаудингера не протекает
вовсе (конверсия 0%). Для азида (V), содержаще-
го две метильные и две объемные додецильные
группы, при проведении реакции в течение 1 ч при
40°С наблюдалось низкое значение конверсии
(10%), и только при повышении температуры до
50°С и существенном увеличении времени (6 ч)
эффективность введения модификации увели-
чилась до 50%. В то же время для азида (II), со-
держащего компактные циклические заместите-
ли, высокое значение конверсии (~90%) было
достигнуто при 40°С и более низкой концентра-
ции азидопроизводного (0.25 М).

На рис. 6а представлены профили офВЭЖХ
реакционных смесей полученных модифициро-
ванных олигонуклеотидов. Пик со временем удер-
живания 6.8 мин соответствует немодифициро-
ванному олигонуклеотиду (градиент ацетонитрила
0–50% за 15 мин). Более гидрофобные фосфорил-
гуанидиновые олигонуклеотиды имеют большее
время удерживания, увеличивающееся с нараста-
нием размера алкильных заместителей. Для ана-
лиза наиболее гидрофобного производного (OV),
содержащего додецильные остатки, был исполь-
зован градиент ацетонитрила 0–90% (рис. 6б).

Несимметричность (OI, OIV, OV) или раздво-
енность (OII, OIII) пиков, соответствующих целе-
вым продуктам синтеза, обусловлена существова-
нием двух диастереомерных форм мономодифици-
рованных олигонуклеотидов, имеющих различное
время удерживания.

Кроме того, был проведен эксперимент по ис-
следованию электрофоретической подвижности
синтезированных олигонуклеотидов в условиях
денатурирующего ПААГ-электрофореза (рис. 7).
Меньшая электрофоретическая подвижность мо-
дифицированных олигонуклеотидов в сравнении
с нативным олигонуклеотидом равной длины
объясняется наличием в них незаряженной фос-
форилгуанидиновой группы. Снижение суммар-
ного заряда олигонуклеотида при сохранении его
длины приводит к уменьшению электрофорети-
ческой подвижности. С нарастанием размеров
алкильных заместителей подвижность уменьша-
ется незначительно.

Влияние предварительного элиминирования ци-
анэтильной группы на эффективность конверсии
реакции модификации олигонуклеотидов. В перво-
начально проведенных экспериментах по введе-
нию модификации на примере азида (II) даже в
сравнительно жестких условиях (1 М, 40°С, 1 ч)
значения конверсии не превышали 50%, а в каче-
стве единственного побочного продукта присут-
ствовал соответствующий немодифицированный
олигонуклеотид (рис. 8, кривая 1).

При этом в случае использования азида (VI),
когда обнаружить целевой продукт не удавалось
вовсе, на хроматографическом профиле реакци-
онной смеси можно отчетливо наблюдать два пи-
ка, соответствующих продуктам деградации не-
окисленного фосфиттриэфирного производного.
Такой же профиль хроматографии наблюдался в
случае контрольного эксперимента, в котором при
синтезе октатимидилата последнее звено вводили
без проведения стадии окисления (рис. 8, кривая 2).
Данное наблюдение позволило предположить,

Таблица 1. Эффективность введения различных модификаций олигонуклеотида 5'-T*TTTTTTT-3' (* – место
введения модификации по межнуклеотидному фосфату) и результаты масс-спектрометрического анализа моди-
фицированных олигонуклеотидов

Примечание: для олигонуклеотида (OVI) не приведены значения массы, т.к. масс-спектр не регистрировали.

Шифр азида Шифр олигонуклеотида Условия Конверсия, % Mr (теор), г/моль Mr (эксп), г/моль

(I) (OI) 1 М, 40°С, 1 ч ~80 2467.5 2467.5

(II) (OII) 0.25 М, 40°С, 1 ч ~90 2519.5 2519.4

(III) (OIII) 1 М, 40°С, 1 ч ~70 2547.6 2547.6

(IV) (OIV) 1 М, 40°С, 1 ч ~60 2635.8 2635.7

(V) (OV) 1 М, 50°С, 6 ч ~50 2775.9 2775.8

(VI) (OVI) 1 М, 40°С, 1 ч 0 – –

ADMP (OVII) 0.1 М, 40°С, 1 ч ~90 2465.4 2465.5

– T8 – – 2370.4 2370.4
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Рис. 6. (а) – Профили офВЭЖХ олигонуклеотидов (OI–OIV). Градиент ацетонитрила 0–50% за 15 мин; (б) – профиль
офВЭЖХ олигонуклеотида (OV). Градиент ацетонитрила 0–90% за 15 мин. T8 – контрольный октатимидилат.
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Рис. 7. Подвижность модифицированных олигонуклеотидов (OI–OV) и (OVII), а также контрольного немодифици-
рованного олигонуклеотида (T8) в условиях денатурирующего электрофореза в 15%-ном ПААГ.
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что низкие значения конверсии реакции моди-
фикации азидом (II) объясняются не низкой ре-
акционной способностью используемого азида, а
щелочным гидролизом получающегося фосфазе-
нового производного (промежуточного продукта
реакции Штаудингера) при финальном деблокиро-
вании синтезируемого олигонуклеотида водным
раствором аммиака или метиламина (рис. 9, (1)).

Для предотвращения протекания данной по-
бочной реакции в протокол синтеза модифици-
рованной олигонуклеотидной цепи после про-
ведения реакции Штаудингера был введен этап
обработки 10%-ным раствором DIPEA в ацето-
нитриле в течение 20 мин при 40°С для элими-
нирования защитной цианэтильной группы, что
приводило к превращению фосфазенового остатка
в стабильный фосфорилгуанидин еще до прове-
дения финального деблокирования олигонукле-
отда [13] (рис. 9, (2)).

Предварительное элиминирование цианэтиль-
ной группы привело к увеличению конверсии до
значений >90%. В дальнейшем при введении всех

модификаций использовали обработку 10%-ным
раствором DIPEA в ацетонитриле. Значения кон-
версии, представленные в табл. 1, соответствуют
экспериментам, проведенным с предварительным
элиминированием цианэтильной группы до фи-
нального деблокирования олигонуклеотидного
производного.

Еще одним наблюдением является увеличение
выхода целевого продукта при синтезе олигонук-
леотида с модификацией межнуклеотидного зве-
на, отличного от 5'-терминальной позиции, даже
без этапа обработки раствором DIPEA. Так, для
олигонуклеотида 5'-TT*TTTTTTT-3' конверсия
составила 70%. Данное наблюдение однозначно
указывает на возможность протекания процесса
элиминирования цианэтильной группы в составе
фосфазенового остатка при прохождении полного
синтетического цикла по стандартному амидо-
фосфитному протоколу.

При синтезе модельного олигонуклеотида
5'-T*TTTTTTT-3' по протоколу с двукратно уве-
личенным этапом кэпирования, следующим сра-

Рис. 8. Профили офВЭЖХ олигонуклеотидов: 1 – введение модификации с использованием азида (II) без предвари-
тельного элиминирования (5'-T*TTTTTTT-3'); 2 – контрольный эксперимент, последний мономер присоединяли без
стадии окисления (5'-T*TTTTTTT-3'). T8 – контрольный октатимидилат. Градиент ацетонитрила 0–50% за 15 мин.
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Рис. 9. Возможные пути превращения промежуточного фосфазенового продукта: (1) – побочная реакция в ходе пост-
синтетической обработки, приводящая к образованию нативного олигонуклеотида; (2) – элиминирование цианэтиль-
ной группы действием DIPEA.
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зу после этапа реакции Штаудингера, конверсия
возросла до 90%. Вероятно, раствор N-метилими-
дазола в пиридине, обработка которым является
частью протокола кэпирования, способен обес-
печивать элиминирование цианэтильной группы
при атоме фосфора в составе фосфазенового про-
изводного, чего не наблюдается в случае менее
реакционноспособного “немодифицированного”
фосфиттриэфирного звена растущей цепи.

Таким образом, при синтезе фосфорилгуаниди-
новых олигонуклеотидов возможно проводить не-
обходимый этап элиминирования защитной груп-
пы в автоматическом режиме, используя растворы
и регенты, применяемые в стандартном амидофос-
фитном протоколе олигонуклеотидного синтеза.

Интересно отметить, что для различных азидов
степень влияния предварительного этапа β-элими-
нирования на значение конверсии различна. Так,
при использовании азида ADMP значения конвер-
сии синтеза олигонуклеотида 5'-T*TTTTTTT-3' с
этапом β-элиминирования и при его отсутствии
составляют 90 и 60% соответственно. Вероятно,
алкильные заместители при гуанидиновом остатке
в составе получаемого фосфазенового производ-
ного способны влиять на распеределение между
продуктами щелочного гидролиза при финаль-
ном деблокировании синтезируемого олигонук-
леотида.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Реагенты и растворители. В работе были ис-
пользованы следующие реагенты и растворители:
гексафторфосфат калия, дигексиламин, N-гептил-
метиламин, N-додецилметиламин, пиперидин,
гексафторфосфат хлородипирролидинокарбения
(Sigma Aldrich, США); ацетонитрил, азид натрия,
триэтиламин, диизопропилэтиламин (Panreac,
Испания); гексафторфосфат 2-азидо-1,3-диметил-
имидазолидиния, оксалилхлорид (TCI, Япония);
дихлорметан, водный раствор аммиака, этиловый
спирт, толуол (Реахим, Россия); тиофосген (Fluka,
Швейцария); тетраметилмочевина (Merck, Гер-
мания).

Для ТСХ использовали пластинки DC-Alufo-
lien Kieselgel 60 F254 (Merck, Германия), для коло-
ночной адсорбционной хроматографии – колонку
объемом 200 мл, заполненную рассчитанным коли-
чеством сорбента Kieselgel 60 (размер частиц 0.060–
0.200 мм, размер пор 60 Å; Merck, Германия).

Для упаривания водных растворов использо-
вали вакуумный концентратор SpeedVac (Ther-
moFisher, США), для упаривания органических
растворов – Rotavapor R200 (Buchi, Швейцария).
Получаемые соединения высушивали в эксика-
торе до постоянной массы.

Хроматографический анализ. Полученные оли-
гонуклеотиды анализировали методом офВЭЖХ

на хроматографе Милихром A02 с использованием
колонки ProntoSIL-120-5-C18, 2 × 75 мм (Эконова,
Россия). Анализ проводили в системе “0.02 М
ацетат триэтиламмония – 90%-ный ацетонит-
рил”, градиент ацетонитрила 0–90% за 30 мин,
поток 200 мкл/мин, температура термостата 35°С.
Детекцию осуществляли при длине волны 260 нм.

Электрофорез проводили в 15%-ном ПААГ в
денатурирующих условиях (акриламид : N,N '-ме-
тиленбисакриламид (30 : 1), 8 М мочевина, 89 мМ
Трис-борат, pH 8.3, 2 мM Na2-EDTA) в буферном

растворе ТВЕ (89 мМ Трис-борат, pH 8.3, 2 мM
Na2-EDTA) при напряжении 50 В/см. Олигонук-

леотидные образцы наносили на гель в растворе
8 М мочевины, содержавшем 0.05% ксиленциа-
нола FF и 0.05% бромфенолового синего. Резуль-
таты электрофоретического разделения визуали-
зировали при помощи красителя Stains-all.

Спектры 1Н-ЯМР регистрировали на спектро-
метре Spinsolve 80 (Magritek, Германия; 80 МГц).

Масс-спектрометрия. Молекулярные массы
олигонуклеотидов и олигонуклеотидных ана-
логов определяли с помощью масс-спектрометрии
(ионизация методом электрораспыления) на при-
боре G6410A LCMS/MS (Agilent, США). Образцы
олигонуклеотидов готовили растворением в 20 мМ
триэтиламмоний ацетате в 60%-ном водном ацето-
нитриле до концентрации 0.1 мМ и объема 10 мкл.
Для анализа использовали 80%-ный водный аце-
тонитрил в качестве элюента при скорости пото-
ка 0.1 мл/мин в режиме регистрации отрицатель-
но заряженных ионов.

Все реакции проводили без доступа воздуха в
атмосфере аргона. Абсолютирование органических
растворителей проводили стандартными метода-
ми с последующим выдерживанием над молеку-
лярными ситами или гидридом кальция.

Синтез олигонуклеотидов осуществляли на авто-
матическом ДНК-синтезаторе ASM-800 (Biosset,
Россия) согласно стандартному протоколу твер-
дофазного амидофосфитного синтеза, используя
коммерческие дезоксирибонуклеозидные моно-
меры и соответствующие пористые стекла (Glen
Research, США).

Для получения олигонуклеотидов, содержащих
модифицированные звенья, присоединение со-
ответствующего мономера проводили без стадий
кэпирования, окисления и деблокирования. За-
тем реактор вынимали из синтезатора, полимер-
ный носитель (CPG) с иммобилизованным про-
межуточным продуктом переносили из реактора
в пластиковую пробирку и обрабатывали раство-
ром азида-модификатора, после чего обрабаты-
вали промежуточный продукт 10%-ным раство-
ром N,N-диизопропилэтиламина в ацетонитриле
в течение 20 мин при 40°С. Далее переносили CPG
в реактор, и все последующие обработки прово-
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дили в условиях автоматического твердофазного
синтеза.

Органический синтез. Бис(пентаметилен)тио-
мочевина (IIIb). К раствору пиперидина (1.3 мл,
12.7 ммоль) в 6 мл ацетонитрила при перемешива-
нии добавляли тиофосген (250 мкл, 3.1 ммоль).
Реакцию проводили при комнатной температуре.
Через 3 ч отделяли образовавшийся осадок филь-
трованием на бумажном фильтре, фильтрат упа-
ривали на ротационном испарителе, 2 раза соупа-
ривали с 6 мл толуола при 45°С, затем упаривали
реакционную смесь в течение 1 ч при 60°С для
удаления избытка пиперидина. После высушива-
ния в эксикаторе было получено 158 мг продукта
в виде желто-оранжевого масла (выход 24%).

1Н-ЯМР (80 МГц, (CD3)2SO, δ, м.д.): 1.54 (m,

12H, N–CH2–CH2–CH2–), 3.40 (m, 8H, N–CH2–).

N,N'-дигептил-N,N'-диметилтиомочевина (IVb).
К раствору N-гептилбутиламина (550 мкл, 3.2 ммоль)
в 6 мл ацетонитрила при перемешивании добавля-
ли N-диизопропилэтиламин (550 мкл, 3.2 ммоль) и
тиофосген (125 мкл, 1.5 ммоль). Реакцию прово-
дили при комнатной температуре. Через 4 ч реак-
ционную смесь упаривали на ротационном испа-
рителе. Очистку проводили методом колоночной
хроматографии в системе 20%-ный этанол в толу-
оле с добавлением 1% триэтиламина. Объединен-
ные фракции упаривали на ротационном испа-
рителе. После высушивания в эксикаторе было
получено 180 мг продукта в виде желтого масла
(выход 55%).

N,N'-дидодецил-N,N'-диметилтиомочевина (Vb).
К раствору N-додецилметиламина (1630 мкл,
3.2 ммоль) в смеси 4 мл гексана и 2 мл ацетонит-
рила при перемешивании добавляли тиофосген
(125 мкл, 1.5 ммоль). Реакцию проводили при
температуре 60°С. Через 20 ч реакционную смесь
упаривали на ротационном испарителе. Очистку
проводили методом колоночной хроматографии
в дихлорметане с добавлением 1% триэтиламина.
Объединенные фракции упаривали на ротацион-
ном испарителе. После высушивания в эксикато-
ре было получено 333 мг продукта в виде желтых
кристаллов (выход 49%).

1Н-ЯМР (80 МГц, CDCl3, δ, м.д.): 0.87 (t, 6H,

–N–(CH2)11–CH3), 1.25 (m, 40H, –N–CH2–

(CH2)10–CH3), 2.99 (s, 6H, N–CH3), 3,51 (t, 4H,

–N–CH2–(CH2)10–CH3).

Тетрагексилтиомочевина (VIb). К раствору
тетрагексиламина (3 мл, 12.7 ммоль) в смеси 4 мл
гексана и 2 мл ацетонитрила при перемешивании
добавляли тиофосген (250 мкл, 3.1 ммоль). Реак-
цию проводили при температуре 60°С. Через 20 ч
реакционную смесь упаривали на ротационном
испарителе. Очистку проводили методом коло-
ночной хроматографии в системе 2%-ный этил-
ацетат в гексане с добавлением 1% триэтиламина.

Объединенные фракции упаривали на ротацион-
ном испарителе. После высушивания в эксикато-
ре было получено 637 мг продукта в виде желтых
кристаллов (выход 50%).

1Н-ЯМР (80 МГц, CDCl3, δ, м.д.): 0.87 (t, 12H,

–N–(CH2)5–CH3), 1.26 (m, 32H, –N–CH2–(CH2)4–

CH3), 3.45 (t, 8H, –N–CH2–(CH2)4–CH3).

Общая методика получения солей Вильсмайера
и диаминокарбенийазидов (I, III–VI). К раствору со-
отвествующей тиомочевины или мочевины в 6 мл
ацетонитрила (или дихлорметана для тиомочевин
(Vb, VIb)) при перемешивании по каплям добав-
ляли оксалихлорид (3 экв.). Реакцию проводили
при комнатной температуре. Через 15 мин после
завершения выделения газа добавляли твердый
гексафторфосфат калия (1.1 экв.). Через 4 ч филь-
тровали реакционную смесь на бумажном филь-
тре, фильтрат упаривали на ротационном испа-
рителе для удаления избытка оксалилхлорида,
растворяли в 6 мл ацетонитрила и при перемеши-
вании добавляли твердый азид натрия (5 экв.).
Через 20 ч реакционную смесь фильтровали на
бумажном фильтре и упаривали на ротационном
испарителе. После высушивания в эксикаторе
получали соответствующий азид в виде желтого
или коричневого масла.

Гексафторфосфат азидо-N,N,N',N'-тетраме-
тилформамидиния (I). Получено 172 мг продукта

(выход 30%). 1Н-ЯМР (80 МГц, CDCl3, δ, м.д.):

2.80 (s, 12H, –CH3).

Гексафторфосфат азидодипиперидинокарбе-
ния (III). Получено 73 мг продукта (выход 48%).
1Н-ЯМР (80 МГц, (CD3)2SO, δ, м.д.): 1.58 (m, 12H,

N–CH2–CH2–CH2–), 3.25 (m, 8H, N–CH2–).

Гексафторфосфат азидо-N,N'-дигептил-N,N'-
диметилформамидиния (IV). Получено 65 мг про-

дукта (выход 24%). 1Н-ЯМР (80 МГц, (CD3)2SO,

δ, м.д.): 0.85 (t, 6H, N–(CH2)6–CH3), 1.24 (m, 20H,

N–CH2–(CH2)5), 2.85 (s, 6H, N–CH3), 3.07 (t, 4H,

N–CH2–).

Гексафторфосфат азидо-N,N'-дидодецил-N,N'-
диметилформамидиния (V). Получено 162 мг про-

дукта (выход 36%). 1Н-ЯМР (80 МГц, CDCl3, δ,

м.д.): 0.87 (t, 6H, –N–(CH2)11–CH3), 1.25 (m, 40H,

–N–CH2–(CH2)10–CH3), 2.85 (s, 6H, N–CH3), 3.45

(t, 4H, –N–CH2–(CH2)10–CH3).

Гексафторфосфат азидо-N,N,N',N'-тетрагек-
силформамидиния (VI). Получено 337 мг продукта

(выход 38%). 1Н-ЯМР (80 МГц, CDCl3, δ, м.д.): 0.87

(t, 12H, –N–(CH2)5–CH3), 1.26 (m, 32H, –N–CH2–

(CH2)4–CH3), 3.35 (t, 8H, –N–CH2–(CH2)4–CH3).

Гексафторфосфат азидодипирролидинокарбе-
ния (II). К раствору гексафторфосфата хлоро-
дипирролидинокарбения (350 мг, 1 ммоль) в 6 мл
сухого ацетонитрила добавляли твердый азид на-



БИООРГАНИЧЕСКАЯ ХИМИЯ  том 47  № 2  2021

ПОЛУЧЕНИЕ ФОСФОРИЛГУАНИДИНОВЫХ ОЛИГОНУКЛЕОТИДОВ 193

трия (260 мг, 5 ммоль). Реакцию проводили при
комнатной температуре. Через 2 ч реакционную
смесь фильтровали на бумажном фильтре, филь-
трат упаривали на ротационном испарителе. После
высушивания в эксикаторе было получено 280 мг
продукта в виде белых кристаллов (выход 82%).

1Н-ЯМР (80 МГц, (CD3)2SO, δ, м.д.): 1.91 (m,

8H, N–CH2–CH2–), 3.67 (m, 8H, N–CH2–).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В данной работе была предложена синтетиче-

ская схема, позволяющая получать широкий набор

тетразамещенных диаминокарбенийазидов из вто-

ричных аминов. В случае использования коммерче-

ски доступных мочевин или солей Вильсмайера

схема синтеза может быть сокращена, однако в

каталогах можно найти лишь ограниченное коли-

чество таких реагентов, тогда как широкий набор

доступных вторичных аминов позволяет получать

большое количество различных азидов.

С использованием данной схемы был синтези-
рован набор азидов-модификаторов, содержащих
алкильные заместители различной длины, кото-
рые были использованы для введения модифика-
ций в состав олигонуклеотидов по реакции Шта-
удингера. Было показано, что эффективность вве-
дения модификации падает с увеличением размера
алкильных заместителей. Высокие значения кон-
версии в случае коммерческого азида ADMP, а
также азида (II), полученного в одну стадию из со-
ли Вильсмайера, свидетельствуют о существенном
влиянии даже незначительного количества приме-
сей в используемом азиде на эффективность про-
текания реакции.

Предварительное элиминирование цианэтиль-
ной группы в безводных условиях позволяет суще-
ственно увеличить эффективность введения мо-
дификации за счет превращения фосфазенового
остатка в стабильный фосфорилгуанидин до фи-
нального деблокирования олигонуклеотида вод-
ным раствором аммиака.
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In this work novel representatives of phosphoryl guanidine oligonucleotide derivatives were obtained. A syn-
thetic scheme was proposed and implemented, suitable for preparation of a wide set of diaminocarbenium
azides starting from different secondary amines, for subsequent incorporation of tetrasubstituted guanidine
moieties into oligonucleotides by Staudinger reaction. A number of factors affecting the yields of phosphoryl
guanidine derivatives were identified, such as size of alkyl substitutients in the corresponding azide, purity of
the azide, and carrying out elimination of protecting cyanoethyl group before final deblock of the oligonucle-
otide.

Keywords: automated oligonucleotide synthesis, modified oligonucleotides, organic azides, Staudinger reac-
tion, phosphoryl guanidines, phosphoryl guanidine oligonucleotides (PGO)
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ВЗАИМОДЕЙСТВИЕ ЛИПОФИЛЬНЫХ КОНЪЮГАТОВ 
МОДИФИЦИРОВАННЫХ siРНК
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Доставка малых интерферирующих РНК (siРНК) в клетки крови является одной из наиболее слож-
ных задач, поскольку эффективные и нетоксичные способы доставки нуклеиновых кислот в эти
клетки in vivo отсутствуют. Конъюгирование siРНК с адресными или липофильными молекулами-
доставщиками является одним из наиболее перспективных подходов к решению этой задачи, по-
скольку может обеспечивать эффективное накопление siРНК без побочных токсических эффектов.
В данной работе мы конъюгировали siРНК с липофильными молекулами для ее доставки в первич-
ные мононуклеарные клетки крови (PBMC) и клетки цельной крови. Мы показали, что среди ис-
следованных липофильных молекул холестерин является наиболее перспективным агентом для
этой цели. Дальнейший скрининг конъюгатов по длине линкера, соединяющего siРНК и холесте-
рин, показал, что линкер, содержащий 6 атомов углерода, является оптимальным для эффективной
доставки siРНК в клетки человека в составе цельной крови. Выбранный холестериновый конъюгат
siРНК также эффективно накапливался в клетках крови и спленоцитах мыши после внутривенной
инъекции.

Ключевые слова: siРНК, химические модификации, липофильные конъюгаты, гемопоэтические клетки,
доставка в клетки
DOI: 10.31857/S013234232102007X

ВВЕДЕНИЕ
Создание препаратов на основе малых интер-

ферирующих РНК (siРНК) является перспектив-
ным подходом к лечению заболеваний, связанных
с нарушением экспрессии определенных генов,
которые не поддаются лечению стандартными
методами. Однако доставка siРНК в клетки-ми-
шени in vitro и особенно in vivo остается в настоя-
щее время сложной и актуальной задачей, решение
которой необходимо для внедрения результатов
биомедицинских исследований в клиническую
практику [1]. Введение остатков молекул природ-
ного происхождения в состав siРНК путем их пря-
мого конъюгирования с siРНК на сегодняшний
день является наиболее перспективной техноло-

гией доставки, поскольку, в отличие от других
подходов (вирусные векторы, доставка с помо-
щью катионных липидов и полимеров), преиму-
ществами использования биоконъюгатов явля-
ются специфичность и эффективность их про-
никновения в клетки-мишени при отсутствии
токсических эффектов [2–5]. Гемопоэтические
клетки считаются наиболее сложными для до-
ставки в них siРНК, при этом разработка систем
доставки siРНК в данные клетки крайне необхо-
дима для совершенствования методов антиретро-
вирусной терапии и повышения эффективности
лечения опухолевых заболеваний крови [6, 7].
Поэтому оценка возможности использования био-
конъюгатов для доставки siРНК в гемопоэтиче-
ские клетки является актуальной.

В данной работе было исследовано взаимодей-
ствие липофильных производных siРНК с клетка-
ми крови in vitro и in vivo и показано, что из всех
исследованных липофильных молекул именно
присоединение холестерина к siРНК способ-
ствует наиболее эффективному накоплению siРНК

Сокращения: А – Alexa Fluor-488; Ch – холестерин; F –
флуоресцеин; Lf – Липофектамин; Lt – литохолевая кис-
лота; OlLt – олеиламид литохолевой кислоты; PBMC –
первичные мононуклеарные клетки крови (primary blood
mononuclear cells); siРНК – малая интерферирующая РНК
(small interfering RNA, siRNA); Toco – α-токоферол.

# Автор для связи: (эл. почта: elena_ch@niboch.nsc.ru).

УДК 577.113.4
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в клетках крови. Поскольку ранее мы показали,
что длина линкера в составе холестеринового конъ-
югата siРНК является фактором, определяющим
эффективность взаимодействия конъюгатов с куль-
тивируемыми линиями клеток [8–10], мы иссле-
довали влияние длины линкера на накопление хо-
лестериновых конъюгатов siРНК в клетках крови
и показали, что холестериновый конъюгат с оп-
тимизированной длиной линкера эффективно
накапливается в клетках крови in vitro и in vivo.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Природа липофильной молекулы определяет эф-

фективность накопления конъюгатов siРНК в гемо-
поэтических клетках человека. Ранее нами был
разработан алгоритм селективной модификации
siРНК, который включает в себя защиту нукле-
азочувствительных сайтов (UpG, UpA и CpA) пу-
тем введения 2'-O-метильных аналогов рибонук-
леотидов с 3'-стороны от легко расщепляемой свя-
зи [11]. Было показано, что siРНК, направленная
на мРНК гена MDR1 и содержащая 2'-O-метиль-
ные звенья в нуклеазочувствительных сайтах, спо-
собна эффективно ингибировать экспрессию дан-
ного гена в клетках человека КВ-8-5 при транс-

фекции с помощью Липофектамина [12–14]. Для
исследования влияния природы липофильной мо-
лекулы на эффективность накопления таких siРНК
в гемопоэтических клетках человека siРНК конъ-
югировали с холестерином, α-токоферолом, ли-
тохолевой кислотой и олеиламидом литохолевой
кислоты. Липофильные производные были при-
соединены к 5'-концу олигорибонуклеотида че-
рез олигометиленовые линкеры различной длины
с использованием удобного твердофазного подхо-
да, предложенного нами ранее [8] (рис. 1). Alexa
Fluor-488- (A) или флуоресцеин-меченые (F)
конъюгаты siРНК, содержащие липофильную мо-
лекулу, добавляли к выделенным первичным мо-
нонуклеарным клеткам крови (PBMC) человека
(1–5 мкМ) и оценивали эффективность накопле-
ния конъюгатов методом проточной цитофлуо-
рометрии.

Трансфекцию неконъюгированной siРНК про-
водили при помощи Липофектамина в концентра-
ции 0.2 мкМ для того, чтобы сохранить рекомен-
дуемое производителем соотношение количества
Липофектамина и siРНК с целью эффективного
образования комплексов, поскольку более высокая
концентрация Липофектамина была бы токсич-

Рис. 1. (а) – Структура липофильных производных siРНК, где U и C – 2'-O-метильные аналоги U и C соответственно;
R – остатки липофильных молекул, введенные с 5'-конца смысловой цепи; n (3, 6, 8, 10 или 12) – число метиленовых
звеньев в алифатическом линкере, связывающем siРНК и липофильную молекулу; X – флуоресцеин (F) или Alexa
Fluor-488; структуры остатков литохолевой кислоты (Lt) (б), олеиламида литохолевой кислоты (OlLt) (в), α-токофе-
рола (Toco) (г) и холестерина (Ch) (д).
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на для клеток. Время инкубации siРНК с клетками
(4 ч) было выбрано исходя из ранее полученных
нами данных [8, 15]. Показано, что доля клеток,
трансфицированных липофильными конъюгата-
ми siРНК в концентрации 2 и 5 мкМ, была выше
как по сравнению с неконъюгированной siРНК в
свободном виде, так и с siРНК, доставляемой при
помощи Липофектамина (рис. 2а). При концентра-
ции 1 мкМ наибольшая эффективность трансфек-
ции была достигнута при использовании конъюгата
siРНК и холестерина (58%) (рис. 2а), для остальных
типов исследованных конъюгатов доля трансфици-
рованных клеток варьировала от 5 до 7.5%. При

этом эффективность накопления липофильных
производных siРНК в клетках РBMC, выражен-
ная в относительных единицах флуоресценции
(RFU), увеличивалась в зависимости от типа ли-
пофильной молекулы в ряду: литохолевая кисло-
та < олеиламид литохолевой кислоты < токофе-
рол < холестерин и при концентрации конъюга-
тов 5 мкМ составляла, соответственно, 10, 13, 18 и
24 RFU (рис. 2б).

Для того чтобы оценить влияние сыворотки и
электролитов плазмы на накопление липофиль-
ных конъюгатов в клетках крови, проводили их

Рис. 2. Накопление флуоресцентно-меченых аналогов липофильных производных siРНК с линкером из трех метиле-
новых звеньев в PBMC (а, б) и клетках цельной крови человека (в, г). Приведены доля трансфицированных клеток (а, в)
и средние значения флуоресценции популяции клеток (б, г). Представлены средние значения (± SD), рассчитанные
по результатам трех независимых экспериментов, и статистическая значимость (p).
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инкубацию с цельной кровью человека в присут-
ствии антикоагулянта. Показано, что эффектив-
ность накопления конъюгатов зависит от типа
липофильной молекулы и также увеличивается в
ряду: литохолевая кислота < олеиламид литохоле-
вой кислоты < токоферол < холестерин, доля
трасфицированных клеток при концентрации
конъюгатов 5 мкМ составила 21, 27, 38 и 74% соот-
ветственно (рис. 2в). Оценка уровня средней ин-
тенсивности флуоресценции трансфицированных
клеток показала, что данное значение для не-
конъюгированной siРНК, доставляемой при по-
мощи Липофектамина, было выше, чем у клеток,
инкубированных с конъюгатами (рис. 2г). Из по-
лученных нами данных видно, что взаимодействие
с клетками в составе цельной крови происходит
менее эффективно, чем с теми же клетками, нахо-
дящимися в культуральной среде, поэтому подбор
оптимальных средств доставки для этого типа
клеток-мишеней особенно важен.

Длина линкера в составе холестериновых произ-
водных siРНК влияет на их накопление в гемопоэ-
тических клетках. Ранее нами было установлено,
что структура линкера в составе холестериновых
производных siРНК, в частности его длина, влия-
ет на эффективность накопления конъюгатов в
культивируемых клетках и, как следствие, опре-
деляет биологическую активность siРНК [8, 9].
Поэтому мы исследовали влияние данного фак-
тора на эффективность накопления конъюгатов в

PBMC и клетках цельной крови человека. Для
этого конъюгаты добавляли к клеткам до конеч-
ной концентрации 0.2–2.0 мкМ. В ходе работы
нами показано, что все исследованные холесте-
риновые конъюгаты эффективно накапливались
в клетках: уже при концентрации 1 мкМ эффек-
тивность трансфекции достигала 100% (рис. 3а).
При анализе среднего уровня интенсивности флу-
оресценции показано, что при удлинении линкера
между siРНК и холестерином наблюдается плавное
увеличение накопления холестериновых конъюга-
тов: эффективность накопления составляла 24, 35,
36 и 41 RFU для конъюгатов с линкером из 3, 6, 10
и 12 метиленовых звеньев соответственно. Одна-
ко статистически достоверными являются только
отличия в эффективности накопления между конъ-
югатами, содержащими 3 и 12 метиленовых зве-
ньев (р < 0.01 при сравнении Ch3-siRNA-F с
Ch12-siRNA-F, рис. 3б).

Эти результаты хорошо согласуются с данными,
полученными в нашей лаборатории ранее [8–10].
Липофильная природа холестерина позволяет
предположить, что механизм проникновения хо-
лестериновых производных siРНК в клетки на пер-
вом этапе включает “заякоривание” конъюгатов
в мембране [16], поэтому увеличение длины лин-
кера может облегчать этот процесс за счет увели-
чения расстояния между отрицательно заряжен-
ной siРНК и остатком холестерина.

Рис. 3. Накопление флуоресцентно-меченых холестериновых производных siРНК, содержащих линкеры различной
длины (3–12 метиленовых звеньев), в PBMC. Исследования проводили при помощи проточной цитофлуорометрии,
в каждом образце анализировали 10000 клеток. Приведены средние значения (± SD), рассчитанные по результатам
трех независимых экспериментов, и статистическая значимость (p).
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Для того чтобы оценить влияние сыворотки и
электролитов плазмы на накопление холестерино-
вых производных siРНК в клетках крови, проводи-
ли инкубацию конъюгатов с цельной кровью чело-
века. Показано, что доля трансфицированных кле-
ток после их инкубации в течение 4 ч с 5 мкМ
холестерин-содержащими siРНК составила 70–
80%, что превышает это значение для неконъюги-
рованной siРНК (62%), а также превышает долю
клеток, трансфицированных неконъюгирован-
ной siРНК при помощи Липофектамина (44%)
(рис. 4а). Анализ средней интенсивности флуо-
ресценции клеток показал, что накопление холе-
стериновых конъюгатов зависит от длины линке-
ра, соединяющего холестерин с siРНК (рис. 4б).
При этом конъюгат с линкером из 8 метиленовых
звеньев показал наиболее эффективное накопле-
ние в клетках крови, значение RFU составило
4.95, что превышает значение RFU для других ис-
следованных производных siРНК (2.44–4.21 RFU).
Неконъюгированная siРНК накапливалась с наи-
меньшей эффективностью (1.86 RFU, это значе-
ние только в 5 раз выше уровня автофлуоресцен-
ции контрольных клеток).

Поскольку количество siРНК, доставленной в
клетки при помощи Липофектамина, оценивае-
мое по средней интенсивности флуоресценции
клеток, сопоставимо с количеством Ch8-siRNA-A,
доставленной в клетки без помощи носителя (5.5
и 4.95 RFU соответственно), а доля трансфициро-
ванных клеток в случае Ch8-siRNA-A превышает
таковое значение для siРНК, доставляемой Липо-
фектамином (77 и 44% соответственно), возник
вопрос о том, в каких типах клеток крови проис-
ходит наиболее эффективное накопление siРНК
при доставке в составе конъюгата с холестерином
или при помощи Липофектамина. Для разделения
лейкоцитов крови на индивидуальные популяции
клеток (лимфоциты, нейтрофилы, моноциты и
макрофаги) использовали соответствующие анти-
тела с флуоресцентными метками. Данные пока-
зали, что накопление siРНК для обоих способов
доставки (Липофектамин или конъюгация с хо-
лестерином) уменьшается в ряду: моноциты и
макрофаги > нейтрофилы > лимфоциты (рис. 4).
Наиболее эффективное накопление во всех попу-
ляциях наблюдается при использовании холесте-
риновых конъюгатов siРНК, при этом в нейтро-
филах, моноцитах и макрофагах эффективнее
всего накапливается Ch8-siRNA-A (рис. 4в–е), а в
лимфоцитах – Ch6-siRNA-A (рис. 4ж, 4з). Наи-
меньшая эффективность накопления siРНК во
всех популяциях клеток наблюдается при ис-
пользовании Липофектамина. Однако следует
отметить, что siРНК, доставляемая при помощи
Липофектамина, была использована в концен-
трации 0.2 мкМ из-за ограничений, накладывае-
мых токсичностью трансфекционного агента. Доля
трансфицированных клеток во всех популяциях по-

сле инкубации с неконъюгированной siРНК в сво-
бодном виде (5 мкМ) была выше, чем при ее достав-
ке Липофектамином (0.2 мкМ) (рис. 4в, 4д, 4ж).

Таким образом, оптимальным способом до-
ставки siРНК в моноциты, макрофаги и нейтро-
филы является конъюгирование siРНК с холесте-
рином при использовании линкера, содержащего
8 метиленовых звеньев, а для доставки в лимфоци-
ты – линкера с 6 метиленовыми звеньями. Вероят-
но, в условиях цельной крови из-за наличия ком-
понентов сыворотки конъюгаты с более длинны-
ми линкерами (10 и 12 метиленовых звеньев) за
счет большей гидрофобности эффективнее взаи-
модействовали с компонентами сыворотки, а не с
клетками крови. Нельзя исключить, что ком-
плексы siРНК с Липофектамином, которые име-
ют положительный заряд и размеры 150–200 нм,
могут захватываться клетками, обладающими фа-
гоцитарной активностью, такими как нейтрофи-
лы, моноциты и макрофаги, что обеспечивает их
эффективное накопление именно в этих клетках
(рис. 4в–е).

Присоединение холестерина к siРНК значитель-
но изменяет динамику концентрации siРНК в крови
мышей после внутривенного введения. Определе-
ние динамики изменения концентрации siРНК и ее
холестеринового производного в крови здоровых
животных проводили на мышах линии C57BL/6.
Показано, что уже в первой экспериментальной
точке – через 5 мин после введения – концентра-
ция препаратов в крови животных значительно
отличается: концентрация холестерин-содержа-
щего конъюгата Ch6-siRNA на 3 порядка превы-
шает концентрацию неконъюгированной siРНК.
В течение первого часа после введения концен-
трация Ch6-siRNA падает примерно в 10 раз по
сравнению с первой экспериментальной точкой
(рис. 5) и примерно на 3 порядка уменьшается че-
рез 24 ч после введения. Следует отметить, что
siРНК без холестерина значительно быстрее выво-
дится из крови и циркулирует в ней в значительно
меньших концентрациях, чем ее холестерин-со-
держащий аналог, хотя после 1 часа динамика из-
менения концентрации сильно замедляется, и да-
лее концентрация препарата в крови снижается
медленно. Такая динамика, вероятнее всего, яв-
ляется следствием того, что через 3 ч после инъек-
ции концентрация siРНК подходит к порогу чув-
ствительности метода Stem-loop ПЦР, поскольку
нет оснований полагать, что siРНК несколько ча-
сов находится в плазме крови без изменения кон-
центрации (рис. 5). Нельзя исключить и того, что
равновесие между свободной и связанной с клет-
ками siРНК вносит вклад в сохранение ее ненуле-
вого уровня в плазме крови через 24 ч.

Значительная разница в скорости выведения
препарата в первые минуты после введения, ско-
рее всего, связана с тем, что молекулярный вес
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ЧЕРНИКОВ и др.

Рис. 4. Накопление Alexa Fluor-488-меченых холестериновых производных siРНК, содержащих линкеры различной длины
(3–12 метиленовых звеньев), в клетках в составе цельной крови здорового донора. Приведены доля трансфицированных
клеток (а, в, д, ж) и средняя интенсивность флуоресценции (RFU) (б, г, е, з) после инкубации цельной крови донора с со-
ответствующими siРНК: всех клеток после лизиса эритроцитов (а, б), моноцитов и макрофагов (в, г), нейтрофилов (д, е) и
лимфоцитов (ж, з). Исследования проводили при помощи проточной цитофлуорометрии, в каждом образце анализирова-
ли 10000 клеток. Средние значения (± SD) рассчитаны по результатам трех независимых экспериментов.
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siРНК ниже критического лимита фильтрации
соединений почками, и она быстро выводится из
кровотока. В то же время было показано [17], что
конъюгат асимметричной siРНК, содержащий че-
редующиеся 2'-O-Me- и 2'-F-модификации, фос-
фотиоатные звенья (PS) по концам дуплекса и хо-
лестерин с 3'-конца смысловой цепи, образуют в
крови комплексы с липопротеинами, при этом
молекулярная масса таких комплексов позволяет
находящейся в них siРНК избежать выведения
путем фильтрации. Можно предположить, что и в
случае исследованного нами конъюгата увеличе-
ние времени его циркуляции в кровотоке проис-
ходит по сходному механизму.

Холестериновые производные siРНК накаплива-
ются в клетках крови и в спленоцитах in vivo. Ис-
следование накопления Alexa Fluor-488-меченых
Ch6-siRNA-A и siRNA-A в клетках крови прово-
дили на мышах линии C57BL/6 после внутривен-
ной инъекции 1.7 или 9 мкг/г siРНК или ее холе-
стеринового конъюгата. Через 30 мин, 1 и 4 ч после
инъекции у мышей отбирали кровь из ретроорби-
тального синуса, индивидуальные популяции кле-
ток окрашивали соответствующими антителами с
флуоресцентными метками и лизировали эритро-
циты; эффективность накопления оценивали мето-
дом проточной цитофлуорометрии.

Показано, что присоединение холестерина к
siРНК существенно увеличивает ее способность
связываться с клетками крови (рис. 6а–з), при этом
эффективность трансфекции моноцитов/макрофа-
гов и нейтрофилов достигает 80–90% (рис. 6в, 6д).
Уже через 30 мин после введения Ch6-siRNA-A
клетки показывают значительный уровень флуо-
ресценции, однако кинетика накопления для раз-
ных типов клеток отличается: максимальное на-
копление в нейтрофилах было зафиксировано че-
рез 30 мин после введения (94%, 1.4 RFU) и затем,
через 4 ч, эффективность накопления и количе-
ство трансфицированных клеток постепенно сни-
жались (75%, 0.9 RFU, рис. 6в, 6г). Уровень на-
копления Ch6-siRNA-A в моноцитах и макрофа-
гах, напротив, увеличивался со временем: c 75 до
86% и с 1.6 до 3.2 RFU в период от 30 мин до 4 ч
соответственно (рис. 6д, 6е). Интенсивность флу-
оресценции Ch6-siRNA-A в лимфоцитах была всего
в 2 раза выше, чем в контрольных клетках (0.5 RFU,
рис. 6ж, 6з). siРНК без холестерина накапливалась
в незначительном количестве только в моноцитах и
макрофагах (25%, 0.5 RFU, рис. 6в, 6г).

Учитывая общее количество крови мыши, доза
9 мкг/г Ch6-siRNA-A примерно соответствует кон-
центрации 8.5 мкМ. При этом эффективность на-
копления в Ch6-siRNA-A в цельной крови человека
при концентрации 5 мкМ в 4 раза больше (рис. 4),
чем эффективность накопления Ch6-siRNA-A в
клетках крови мыши при дозе 9 мкг/г (4.2 и
1.1 RFU соответственно). Различная эффектив-

ность накопления Ch6-siRNA-A в клетках крови
человека в пробирке и клетках крови мышей in vivo
может объясняться меньшими размерами клеток
крови мыши по сравнению с клетками крови чело-
века, а также тем фактом, что in vivo Ch6-siRNA-A
выводится из кровотока мыши путем фильтрации
почками, элиминируется фагоцитарной систе-
мой животного (нейтрофилы, макрофаги и моно-
циты) или депонируется в различных органах и
тканях (печень, селезенка и др.). В то же время в
экспериментах на цельной крови человека кон-
центрация конъюгата в процессе инкубации
остается постоянной, что приводит к более высо-
кой эффективности его накопления в клетках.
Этот факт подчеркивает важность стабилизации
препарата в кровотоке и обеспечения его доста-
точно высокой концентрации в течение длитель-
ного времени для эффективного накопления в
клетках.

Моноциты и макрофаги обладают фагоцитар-
ной активностью, за счет которой в них происхо-
дит постепенное накопление холестерин-содер-
жащей siРНК, возможно, в составе комплексов с
липопротеинами (рис. 6д, 6е). Снижение эффек-
тивности накопления Ch6-siRNA-A в нейтрофи-
лах происходит, вероятно, из-за их миграции из
кровотока в органы и ткани животного [18] и по-
степенного снижения концентрации Ch6-siRNA
в крови (рис. 5).

Изучение накопления холестерин-содержа-
щей siРНК в костном мозге и спленоцитах мы-
ши проводили через 6 ч после внутривенной
инъекции методом проточной цитофлуоромет-
рии. Показано, что присоединение холестерина
существенно не улучшает эффективность проник-
новения siРНК в клетки костного мозга (рис. 7а,

Рис. 5. Динамика изменения концентрации siРНК и
ее конъюгата с холестерином, содержащего линкер из
шести метиленовых звеньев (Ch6-siRNA), в плазме
крови мышей C57BL/6 после внутривенной инъек-
ции (0.5 мкг/г).
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7б), однако способствует увеличению накопления
Ch6-siRNA-A в спленоцитах мыши по сравнению
с siRNA-A, при этом эффективность трансфекции
составляет 70 и 2%, а интенсивность флуоресцен-

ции – 1.65 и 0.45 RFU для Ch6-siRNA-A и siRNA-A
соответственно (рис. 7в, 7г). Следует отметить,
что увеличение накопления Ch6-siRNA-A в селе-
зенке может быть следствием не только способно-

Рис. 6. Накопление флуоресцентно-меченой siРНК и ее конъюгата с холестерином в клетках крови мыши после внут-
ривенного введения. Приведены доля Alexa Fluor-488-позитивных клеток (%) (а, в, д, ж) и интенсивность флуорес-
ценции популяции клеток в RFU (б, г, е, з): в суммарной фракции лейкоцитов (а, б), моноцитов и макрофагов (в, г),
нейтрофилах (д, е), лимфоцитах (ж, з) через 30 мин, 1 и 4 ч после внутривенной инъекции 1.7 или 9 мкг/г siRNA и
Ch6-siRNA-А. Средние значения (± SD) рассчитаны по результатам трех независимых экспериментов, в качестве
контроля использована автофлуоресценция необработанных клеток.
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сти Ch6-siRNA-A накапливаться в спленоцитах,
но и результатом присутствия клеток крови в селе-
зенке (нейтрофилов, моноцитов и макрофагов).

Применение препаратов на основе siРНК при
гемобластозах является особенно актуальной про-
блемой из-за невозможности хирургического уда-
ления данного вида опухоли. Для доставки siРНК в
гемопоэтические клетки в экспериментальных
условиях в основном используют катионные ли-
пиды и полимеры, которые не обеспечивают до-
статочную эффективность in vivo и зачастую про-
являют токсическое действие [6].

Способность холестерина [19], α-токоферо-
ла [20], аптамеров [21], антител [22] и пептидов,
способных проникать в клетку [23, 24], изменять
биодоступность и биораспределение siРНК была
продемонстрирована в ряде работ; тем не менее
эффективность биологического действия конъ-
югатов разного строения в разных типах клеток
существенно различается, поэтому оптимизация
состава и структуры этих конъюгатов является
одной из наиболее актуальных задач при констру-
ировании ингибиторов на основе siРНК. К насто-

ящему времени довольно подробно исследовано
взаимодействие siРНК и их модифицированных
аналогов с культивируемыми клеточными линия-
ми различного происхождения, имеются данные
о накоплении siРНК в органах и тканях животных
при внутривенном введении свободной нуклеино-
вой кислоты или ее комплексов с различными но-
сителями (см., например, обзор Khatri et al. [25]),
однако взаимодействию siРНК и других терапев-
тических нуклеиновых кислот с клетками крови
до сих пор не уделялось должного внимания. В
качестве альтернативого способа доставки груп-
пой исследователей Nechaev et al. было предло-
жено конъюгировать субстрат Дайсера (DsiРНК)
с CpG-содержащим олигодезоксирибонуклео-
тидом, обеспечивающим выход DsiРНК из эн-
досом в цитоплазму клетки [26]. Конъюгирование
с CpG-содержащими олигодезоксирибонуклеоти-
дами приводит к повышению накопления DsiРНК
в клетках, экспрессирующих рецептор TLR9, ко-
торый специфически распознает и связывает дан-
ный CpG-мотив, при этом в других типах клеток
наблюдается лишь небольшое неспецифическое

Рис. 7. Накопление флуоресцентно-меченой siРНК и ее конъюгата с холестерином в клетках костного мозга (а, б) и
спленоцитах (в, г) мыши через 6 ч после внутривенной инъекции (9 мкг/г). Приведены доля Аlexa Fluor-488-позитив-
ных клеток (%) (а, в) и интенсивность флуоресценции популяции клеток в RFU (б, г). Средние значения (± SD) рас-
считаны по результатам трех независимых экспериментов, в качестве контроля использована автофлуоресценция не-
обработанных клеток.
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накопление такого конъюгата [26]. Таким образом,
из-за повышенной экспрессии рецептора TLR9
конъюгат DsiРНК и CpG эффективно накапли-
вается в таких клетках крови, как B-лимфоциты,
дендритные клетки и макрофаги [27]. Однако, в
отличие от холестерин-содержащей siРНК, вве-
дение CpG-олигонуклеотидов in vivo приводит к
активации систем врожденного иммунитета и про-
дукции цитокинов и интерферонов, поэтому их
применение ограничено.

Ранее мы показали, что Ch6-siRNA способна
эффективно подавлять экспрессию гена-мише-
ни и восстанавливать чувствительность опухоле-
вых клеток к цитостатикам [8], однако механизм
накопления Ch6-siRNA в гемопоэтических клет-
ках значительно отличается от накопления в клет-
ках карциномы [15], поэтому, несмотря на то что
Ch6-siRNA эффективно накапливается в клетках
крови, она не обеспечивает терапевтически зна-
чимого биологического действия при исследуе-
мых концентрациях, поэтому дальнейшие разра-
ботки, направленные на увеличение эффектив-
ности накопления и биологической активности
Ch6-siRNA в клетках крови, являются важным
направлением исследований.

Таким образом, в данной работе показано, что
природа липофильной молекулы и длина линкера
в составе липофильных производных siРНК опре-
деляют эффективность накопления конъюгатов
siРНК в гемопоэтических клетках человека. Наи-
более эффективным способом доставки siРНК в
моноциты, макрофаги и нейтрофилы является ее
доставка в виде конъюгата с холестерином, при-
соединенного к 5'-концу смысловой цепи при по-
мощи линкера из 8 метиленовых звеньев; для до-
ставки siРНК в лимфоциты оптимальным является
аналогичный конъюгат с линкером из 6 метиле-
новых звеньев. Следует отметить, что присоеди-
нение холестерина к siРНК значительно изменя-
ет динамику концентрации siРНК в крови мышей
после внутривенного введения, увеличивая время
ее циркуляции и замедляя выведение, что являет-
ся важным для обеспечения эффективного на-
копления siРНК в клетках и тканях.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Получение siРНК и конъюгатов. Смысловые и

антисмысловые цепи siРНК были синтезированы
фосфитамидным методом на автоматическом син-
тезаторе ASM-800 (Биоссет, Россия). Для синтеза
антисмысловых цепей siРНК, содержащих 3'-ами-
ногексильный линкер (аминолинкер С6), исполь-
зовали 3'-PT-amino-modifier C6 CPG (GlenRe-
search, США). Введение липофильных остатков
на 5'-конец проводили Н-фосфонатным мето-
дом, используя полимер-связанный олигонук-
леотид и Н-фосфонаты липофильных соедине-
ний [8]. Выделение и характеризацию продуктов

проводили с использованием ПААГ-электро-
фореза и масс-спектрометрии (LC-ESI-MS и
MALDI-TOF-MS).

Присоединение флуоресцеина на 3'-конец
антисмысловой цепи проводили в реакционной
смеси объемом 150 мкл по аналогии с работой
Proudnikov et al. [28]. К 30 мкл 0.9 мМ водного рас-
твора антисмысловой цепи siРНК с аминолинке-
ром C6 на 3'-конце добавляли 7.5 мкл триэтилами-
на, 97.5 мкл свежеперегнанного ДМСО и 15 мкл
свежеприготовленного 0.3 М FITC I (Sigma-Aldrich,
США) в ДМСО, после чего смесь инкубировали
при комнатной температуре 1 ч при непрерывном
перемешивании. По окончании реакции продукт
осаждали добавлением к реакционной смеси
1/10 объема NaOAc (3 М), 4 объемов этанола (96%)
и инкубировали при –20°С в течение ночи.

Конъюгирование с Alexa Fluor-488 проводили в
реакционной смеси объемом 250 мкл. К 45 мкл
водного раствора антисмысловой цепи siРНК с
аминолинкером C6 на 3'-конце в концентрации
0.5 мМ добавляли 165 мкл тетрабората натрия
(рН 8.5) и 40 мкл свежеприготовленного 10 мМ
сульфодихлорфенилового эфира Alexa Fluor-488
(Sigma-Aldrich, США) в ДМСО, после чего смесь
инкубировали при комнатной температуре 3 ч
при непрерывном перемешивании. По окончании
реакции продукт осаждали добавлением 1/10 объ-
ема 3 М NaOAc, 4 объемов этанола (96%) и инку-
бировали при –20°С в течение ночи.

Дуплексы siРНК получали эквимолярным до-
бавлением цепей siРНК (200 мкМ) в раствор, со-
державший 30 мМ HEPES-KOH (pH 7.4), 100 мМ
ацетат натрия и 2 мМ ацетат магния, и хранили
при –20°С.

Выделение моноцитарно-лимфоцитарной фрак-
ции из периферической крови человека (PBMC).
Периферическую кровь здорового донора с антико-
агулянтом разбавляли стерильным PBS (MP Bio-
medicals, США) в 4 раза. Разведенную кровь (5 мл)
наслаивали на 2 мл среды для разделения лейко-
цитов LSM (MP Biomedicals, США) с плотностью
1.077–1.080 г/мл и центрифугировали в течение
15 мин при 800 g. Белое кольцо лейкоцитов соби-
рали пипеткой и переносили в чистую пробирку.
Лейкоциты промывали 2 раза, для этого добавля-
ли 5 мл среды IMDM (Sigma-Aldrich, США) без
сыворотки и антибиотиков, ресуспендировали,
центрифугировали 10 мин при 800 g, отбирали су-
пернатант и повторяли процедуру. Клетки высе-
вали на чашки Петри и культивировали в среде
IMDM с 10% FBS (HyClone, США), пеницилли-
ном (10 ед./мл), стрептомицином (100 мкг/мкл) и
амфотерицином (0.25 мкг/мкл) (5% СО2, 37°С).

Образцы периферической крови здоровых до-
норов (n = 3) были предоставлены лабораторией
генной диагностики Центра новых медицинских
технологий (Новосибирск, Россия).
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Определение эффективности накопления холе-
стериновых производных siРНК в PBMC с помо-
щью проточной цитофлуорометрии. PBMC высева-
ли на 48-луночные планшеты (3 × 105 клеток/лун-
ку) в ростовой среде IMDM и добавляли к ним
холестериновые производные siРНК в Opti-Mem
(Invitrogen, США) до конечной концентрации в
лунке 0.2–5.0 мкМ, трансфекцию siРНК при по-
мощи Липофектамина (Invitrogen, США) прово-
дили в соответствии с протоколом фирмы-произ-
водителя. Через 4 ч готовили препараты для ана-
лиза методом проточной цитофлуорометрии.

Для приготовления препаратов удаляли росто-
вую среду и дважды промывали клетки раствором
PBS, после чего клетки снимали трипсином и пе-
реносили в 1.5-мл пробирки. После этого клетки
осаждали центрифугированием при 200 g в тече-
ние 5 мин, удаляли супернатант и суспендирова-
ли осадок в PBS. Суспензию клеток вновь цен-
трифугировали в течение 5 мин при 200 g, супер-
натант удаляли, суспендировали клетки в 250 мкл
PBS и фиксировали клетки добавлением 250 мкл
свежеприготовленного 4%-ного раствора формаль-
дегида в PBS. Полученные данные анализировали
на проточном цитофлуориметре, используя про-
граммное обеспечение Cytomics FC 500 CXP (Beck-
man Coulter, США). Интенсивность флуоресцен-
ции клеток в RFU (относительные единицы флуо-
ресценции) измеряли на длине волны возбуждения
лазера 488 нм. Для каждого препарата проводили
измерение 8000 клеток, количество Alexa Fluor-488-
положительных клеток оценивали с использова-
нием длинноволнового оптического фильтра
(530 ± 30) нм. За эффективность трансфекции
принимали количество клеток (%), уровень флу-
оресценции которых превышал максимальный
уровень автофлуоресценции клеток в контроле.
Кроме того, оценивали средний уровень флуо-
ресценции (в RFU) популяции клеток в образцах,
трансфицированных siРНК, в качестве контроля
использовали необработанные клетки.

Определение эффективности накопления холесте-
риновых производных siРНК в клетках крови с помо-
щью проточной цитофлуорометрии ex vivo. К перифе-
рической крови человека с антикоагулянтом добав-
ляли флуоресцентно-меченые конъюгаты siРНК до
конечной концентрации в лунке 2–5 мкМ. Транс-
фекцию неконъюгированной siРНК проводили
при помощи Липофектамина в концентрации
0.2 мкМ в соответствии с протоколом фирмы-
производителя. Через 3.5 ч после начала транс-
фекции к клеткам добавляли конъюгаты антител
и флуоресцентных красителей для идентифика-
ции различных популяций клеток (CD14-Phyco-
erythrin (Invitrogen, США), CD66-Phycoerythrin/
Cy5, CD3-Phycoerythrin и CD19-Phycoerythrin
(Abcam, США)). По истечении времени транс-
фекции (4 ч) эритроциты лизировали добавле-
нием 40 объемов свежеприготовленного раствора

150 мМ NH4Cl, 10 мМ NaHCO3, 0.1 мM ЭДТА
(рН 7.5) в течение 7 мин, затем клетки центри-
фугировали (5 мин, 200 g), отмывали PBS и фик-
сировали 2%-ным раствором формальдегида в
PBS. Далее проводили анализ флуоресценции
на проточном цитофлуориметре Cytomics FC
500 CXP с использованием каналов флуоресцен-
ции (530 ± 30), (572 ± 30) или (675 ± 30) нм.

Определение динамики изменения концентрации
siРНК и ее холестерин-содержащих аналогов в
плазме мышей после внутривенного введения. В ра-
боте использовали 10–14-недельных самок мы-
шей линии C57BL/6 (n = 9, по 3 мыши в каждой
экспериментальной группе) разведения вивария
Института химической биологии и фундамен-
тальной медицины СО РАН.

Животных содержали по 8–10 особей в клетке,
мыши имели свободный доступ к еде и воде. По-
сле введения 0.5 мкг/г siРНК или ее холестерино-
вого производного в объеме 100 мкл в хвостовую
вену мышей проводили забор крови из ретроор-
битального синуса через 5 мин, 2, 3 и 24 ч. Кровь
центрифугировали (5 мин при 500 g), образцы
плазмы разбавляли в 10 раз раствором для лизиса
клеток (137 мM NaCl, 2.7 мМ KCl, 10 мМ Na2HPO4,
1.8 мМ, KH2PO4, рН 7.4, 0.25% Triton X-100). Далее
проводили выделение siРНК, для этого раствор
нагревали до 95°С в течение 10 мин. Затем образ-
цы охлаждали на льду (10 мин) и центрифугиро-
вали (10 мин, 4°С, 12000 g). Отобранный суперна-
тант нагревали до 95°С (10 мин) и сразу добавляли
в готовую смесь БиоМастер для ОТ-ПЦР (Биолаб-
микс, Россия) из расчета 2 мкл супернатанта на
38 мкл смеси Биомастер с использованием прай-
мера 5'-GTTGGCTCTGGTGCAGGGTCCGAGG-
TATTCGCACCAGAGCCAACTTGGCT-3'. Реакци-
онную смесь инкубировали в течение 1 ч при тем-
пературе 42°С. Полученную кДНК использовали
для проведения ПЦР в режиме реального време-
ни при помощи амплификатора iCycler iQ5 (Bio-
Rad, США), используя готовую смесь HS-qPCR
SYBR Blue (Биолабмикс, Россия) и праймеры
5'-GTTGGGGATATACAACTTGTCA-3' (прямой)
и 5'-GTGCAGGGTCCGAGGT-3' (обратный).
Нормирование проводили путем построения ка-
либровочных кривых с использованием известно-
го количества siРНК (10, 1 и 0.1 пмоль), добавляе-
мых к такому же количеству плазмы, как в пробах.
Данные анализировали с помощью программного
обеспечения Bio-Rad iQ5 v.2.0 (Bio-Rad, США).

Исследование накопления siРНК и ее холесте-
рин-содержащих аналогов в клетках крови мышей.
Мышам линии C57BL/6 внутривенно вводили 1.7
и 9 мкг/г флуоресцентно-меченой siРНК; через
0.5, 1 и 4 ч после инъекции у мышей отбирали
кровь из ретроорбитального синуса. Популяции
клеток окрашивали соответствующими антителами
с флуоресцентными метками (CD11b-Phycoeryth-
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rin/Cy5 (Invitrogen, США), CD20-Phycoerythrin/
Cy5 и CD3-Phycoerythrin (Abcam, США)) в тече-
ние 20 мин. Затем проводили лизирование эрит-
роцитов, как описано выше, и анализ флуорес-
ценции клеток на проточном цитофлуориметре
Cytomics FC 500 CXP.

Накопление siРНК и ее холестерин-содержащих
аналогов в костном мозге и спленоцитах мышей.
Мышам линии C57BL/6 проводили внутривен-
ные инъекции 9 мкг/г siРНК или ее конъюгата с
холестерином. Через 6 ч после этого животных
подвергали эвтаназии путем дислокации шейных
позвонков и проводили выделение костного моз-
га и спленоцитов. Для этого извлекали бедренные
и большие берцовые кости. Концы костей удаля-
ли, диафизы дважды промывали 3 мл буфера PBS.
Клетки суспендировали, лизирование эритроци-
тов осуществляли, как описано выше, после этого
готовили препараты и анализировали на проточ-
ном цитофлуориметре Cytomics FC 500 CXP. Для
получения спленоцитов извлекали селезенку и го-
могенизировали ее раздавливанием между стекла-
ми. Гомогенат смывали со стекла 3–4 мл буфера
PBS. Лизирование эритроцитов в клеточной сус-
пенции осуществляли, как описано выше, после
этого готовили препараты и анализировали на про-
точном цитофлуориметре Cytomics FC 500 CXP.

Статистический анализ данных. Для получения
статистически достоверных результатов экспери-
ментальные точки повторяли минимум трехкрат-
но, результаты измерений представляли в виде
среднего значения ± стандартное отклонение (SD),
для оценки достоверности результатов использо-
вали критерий Стьюдента.
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Interaction of Lipophilic Conjugates
of Modified siRNAs with Hematopoietic Cells in vitro and in vivo

I. V. Chernikov*, M. I. Meshchaninova*, D. V. Gladkikh*,
A. G. Ven’yaminova*, M. A. Zenkova*, V. V. Vlassov*, and E. L. Chernolovskaya*, #

#E-mail: elena_ch@niboch.nsc.ru
*Institute of Chemical Biology and Fundamental Medicine SB RAS,

prosp. Akad. Lavrentieva 8, Novosibirsk, 630090 Russia

Delivery of siRNAs to blood cells is one of the most difficult tasks, since there are no efficient and non-toxic
methods of delivering nucleic acids to these cells in vivo. Conjugation of siRNAs with targeted or lipophilic
transport molecules is one of the most promising approaches to solving this problem, since it can provide ef-
ficient accumulation without toxic side effects. Therefore, in this work, we conjugated siRNA with lipophilic
molecules for its delivery to PBMC (primary blood mononuclear cells) and whole blood cells. We have shown
that among the studied molecules, cholesterol is the most promising agent for this purpose. Further screening
of conjugates along the length of the linker connecting siRNA and cholesterol showed that a linker containing
6 carbon atoms is optimal for the most efficient delivery of siRNA into human cells as part of whole blood.
The selected cholesterol conjugate siRNA was also efficiently accumulated in mouse blood cells and spleno-
cytes after intravenous injection.

Keywords: siRNA, chemical modifications, cholesterol, lipophilic conjugates, hematopoietic cells, delivery to cells
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НАЦЕЛЕННЫХ НА БЕЛОК VP72, В КЛЕТКАХ VERO, 
ИНФИЦИРОВАННЫХ ВИРУСОМ АФРИКАНСКОЙ ЧУМЫ СВИНЕЙ
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Антисмысловые олигодезоксирибонуклеотиды с тиофосфатными или мезилфосфорамидными
межнуклеотидными группами, нацеленные на мРНК основного капсидного белка VP72 вируса аф-
риканской чумы свиней (АЧС), в свободном виде с трансфекцией Липофектамином 3000 или в виде
ионных комплексов с аминомодифицированными мезопористыми наночастицами диоксида крем-
ния были исследованы на противовирусную активность в клетках Vero, инфицированных вирусом
АЧС. Была отмечена относительно высокая цитотоксичность нанокомплексов олигонуклеотидов
для клеток Vero в концентрациях выше 500 нМ. В ходе экспериментов по определению противови-
русной активности были идентифицированы две последовательности антисмысловых олигонук-
леотидов, на порядок снижавшие титр вируса в концентрации 500 нМ. При этом противовирусный
эффект нанокомплексов превосходил активность свободных олигонуклеотидов в присутствии Ли-
пофектамина 3000, что свидетельствует о более эффективной доставке нанокомплексов в клетки.
Антисмысловые олигонуклеотиды, способные снижать репликацию вируса АЧС, до сих пор не бы-
ли известны из литературы. Полученные данные могут служить отправной точкой для дальнейших
исследований по созданию противовирусных препаратов на основе олигонуклеотидов против виру-
са африканской чумы свиней.

Ключевые слова: олигодезоксирибонуклеотиды, тиофосфаты, мезилфосфорамиды, мезопористые нано-
частицы диоксида кремния, ингибирование трансляции
DOI: 10.31857/S0132342321020032

ВВЕДЕНИЕ
Африканская чума свиней (АЧС, англ. African

swine fever, ASF) относится к наиболее опасным
вирусным болезням домашних и диких свиней [1].

Возбудитель болезни – вирус африканской чумы
свиней (African swine fever virus, ASFV) – пред-
ставляет собой ДНК-содержащий вирус из рода
Asfivirus, принадлежащего к семейству Asfarviri-
dae. Высоковирулентные штаммы вируса АЧС
могут приводить к 100%-ной смертности среди
инфицированных животных.

АЧС эндемична в большинстве стран Африки,
расположенных к югу от Сахары, где распростра-
нено свиноводство [2]. Первая вспышка АЧС в
Европе была отмечена на Пиренейском полуост-
рове в 1950-е гг., что вызвало дальнейшие спора-
дические вспышки в других европейских странах,
таких как Франция, Италия, Бельгия, Нидерлан-
ды и Мальта [3]. В этих странах инфекция была к

Сокращения: APTES – 3-аминопропилтриэтоксисилан;
СТАВ – бромид цетилтриметиламмония; DMTr – 4,4′-ди-
метокситритил; MALDI-TOF – Matrix Assisted Laser De-
sorption Ionization (лазерная десорбционная ионизация в
присутствии матрицы) Time Of Flight (времяпролетная)
масс-спектрометрия; TCID50 – цитопатогенная доза, вы-
зывающая гибель 50% клеток; TEAA – ацетат триэтилам-
мония; АЧС – африканская чума свиней. Все приведен-
ные последовательности нуклеотидов 5′–3′; префикс d
в обозначениях олигодезоксирибонуклеотидов опущен.

# Автор для связи: (тел.: +7 (383) 363-49-63; эл. почта:
d.stetsenko@nsu.ru).

УДК 577.113.6:546.284-31+578.82/.83:578.282
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началу XXI века уничтожена посредством строго-
го контроля и программ искоренения, за исклю-
чением Сардинии, где она по-прежнему распро-
странена среди домашних свиней. Однако АЧС
вновь была занесена на европейский континент в
2007 г. через Грузию, из которой она распростра-
нилась в Армении, России, Белоруссии, Украине,
Латвии, Литве и Эстонии [4].

АЧС имеет серьезные социально-экономиче-
ские последствия как в случае стран с вновь обна-
руженными очагами, так и в странах, где она яв-
ляется эндемичной в течение длительного време-
ни. Особенно высоко ее влияние в тех странах,
где значительную роль играет коммерческое сви-
новодство. Например, вспышки АЧС в Армении
привели к огромным экономическим потерям.
По данным Национальной статистической служ-
бы Республики Армения за 2014 г., в течение пер-
вого года вспышек АЧС (2007–2008 гг.) общее по-
головье свиней в Армении сократилось на 56%, а
объемы производства свинины снизились с 13300
до 7500 т. Это имело серьезные последствия для
продовольственной безопасности, т.к. продукция
свиноводства является важным источником пи-
щевого белка в Армении.

С 2007 г. продолжается распространение АЧС
среди диких и домашних свиней на территории
как европейской, так и азиатской части России.
Суммарно в России было зафиксировано более
500 вспышек этого заболевания, было уничтоже-
но более миллиона животных, а экономические
потери превысили 30 млрд рублей [5, 6].

Борьба с АЧС опирается на раннее выявление
очага инфекции и осуществление карантинных
мероприятий, в том числе убоя зараженных сви-
ней [7]. Однако в силу ряда социокультурных
факторов, таких как традиционно свободный вы-
гул свиней, незаконное перемещение животных и
зараженного мяса, а также существование цикла с
лесным природным носителем (дикий кабан),
риск возникновения вспышек АЧС как в России,
так и в Армении остается значительным. По дан-
ным Европейского управления по безопасности
пищевых продуктов (EFSA) и Продовольствен-
ной и сельскохозяйственной организации ООН
(FAO), существует высокий риск сохранения АЧС
в странах при недостаточных мерах санитарии и
плохой организации борьбы с заболеванием. Та-
ким образом, вспышки АЧС представляют собой
значительную экономическую проблему как для
Армении, так и для России.

Ситуация осложняется тем, что на сегодняш-
ний день еще не создано вакцины против АЧС [8].
Из-за отсутствия эффективных вакцин примене-
ние противовирусных средств представляет со-
бой альтернативный подход к борьбе с АЧС и
снижению экономического ущерба от этого забо-
левания. Таким образом, поиск и разработка про-

тивовирусных препаратов, которые могут ока-
заться перспективным инструментом контроля за
распространением АЧС, имеют особую актуаль-
ность.

Способность антисмысловых олигонуклеоти-
дов (АСО) избирательно ингибировать экспрес-
сию вирусных генов за счет комплементарного
связывания с определенными последовательностя-
ми мРНК была впервые экспериментально проде-
монстрирована более 40 лет назад на примере ви-
руса саркомы Рауса [9]. Бурное развитие химии и
биологии нуклеиновых кислот в 1980–1990-е гг.
предопределило возросший интерес к АСО в
качестве инструментов нового терапевтического
подхода к лечению не только вирусных инфек-
ций человека, но и генетических и онкологиче-
ских заболеваний, а также инфекционных бо-
лезней, вызываемых патогенными микроорга-
низмами [10–12]. В частности, противовирусный
препарат фомивирсен (Витравен) стал первым
официально одобренным лекарством на основе
олигонуклеотида (1998 г.) [13].

Однако, несмотря на значительные успехи кли-
нического использования АСО за прошедшие два
десятка лет, их широкое внедрение в медицин-
скую практику до сих пор во многом замедляется
недостаточно эффективным проникновением АСО
в клетки и, как следствие, неблагоприятной фар-
макокинетикой [14]. Поэтому остается актуаль-
ной разработка систем доставки АСО в клетки, в
том числе с использованием современных дости-
жений в области нанотехнологии [15]. В частно-
сти, мезопористые наночастицы диоксида крем-
ния mSiO2 рассматриваются как одна из наиболее
перспективных наноразмерных платформ для до-
ставки лекарственных препаратов, в том числе
противовирусных [16]. К преимуществам наноча-
стиц mSiO2 относятся высокая емкость, биораз-
лагаемость и низкая токсичность [17].

Целью данной работы являлось исследование
противовирусной активности нанокомплексов, со-
стоящих из аминомодифицированных наночастиц
mSiO2 и антисмысловых олигонуклеотидов, наце-
ленных на ингибирование трансляции основного
капсидного белка VP72 в культуре клеток Vero,
инфицированных вирусом АЧС. Работа включа-
ла в себя получение новых наночастиц mSiO2 с
повышенной плотностью положительного заря-
да, которые обладали бы пониженной цитоток-
сичностью, и их электростатически связанных на-
нокомплексов с АСО на основе как традиционных
тиофосфатных (рис. 1а), так и новых мезилфосфо-
рамидных олигодезоксирибонуклеотидов (рис. 1б),
нацеленных на мРНК VP72. Ранее было показа-
но, что мезилфосфорамидные аналоги ДНК в
культуре клеток проявляют высокую антисмыс-
ловую активность, превосходящую активность
тиофосфатных олигодезоксирибонуклеотидов [18].
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Антисмысловые олигонуклеотиды способны
блокировать биосинтез вирусных белков путем
комплементарного связывания с вирусной РНК и
активации ее расщепления клеточными нуклеаза-
ми, например, РНКазой Н [19]. Была продемон-
стрирована противовирусная активность АСО и
малых интерферирующих РНК (small interfering
RNA, siРНК) в отношении ряда опасных вирус-
ных инфекций [20, 21]. Однако до настоящего
времени не было известно ни одного примера
АСО, эффективных против вируса АЧС. Нам уда-
лось найти лишь единственное сообщение об ин-
гибировании биосинтеза вирусных белков A151R
и VP72 с помощью siРНК [22]. Таким образом,
выбор белка VP72 в качестве мишени для ан-
тисмыслового ингибирования был обоснован ли-
тературными данными. В настоящей работе нам
удалось впервые подобрать последовательности
АСО, нацеленных на мРНК VP72, которые на по-
рядок снижали титр вируса АЧС в инфицирован-
ных клетках Vero при доставке в виде наноком-
плексов с наночастицами mSiO2.

Последовательность гена основного капсид-
ного белка VP72 вируса АЧС (штамм BA71V) была
получена с использованием базы данных PubMed
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/M34142.1). При
выборе длины АСО мы руководствовались опти-
мальной стабильностью каждого из гибридных дуп-
лексов (значение свободной энергии Гиббса от –8
до –10 ккал/моль), образованных АСО с РНК-
мишенью, которая способствует максимальной
прочности связывания. Способность молекулы
мРНК вируса АЧС в области, соответствующей
белку VP72, формировать пространственную
структуру за счет внутримолекулярных взаимо-
действий была смоделирована с помощью ком-

пьютерной программы, предсказывающей воз-
можные вторичные структуры молекул ДНК и
РНК (http://unafold.rna.albany.edu/?q=mfold). По-
следовательности АСО были нацелены на участ-
ки мРНК VP72, не образующие выраженной вто-
ричной структуры. Были подобраны олигонуклео-
тиды длиной 22–23 нт к трем участкам вирусной
мРНК, которые затем были синтезированы в двух
вариантах: серия S с тиофосфатными (PS) меж-
нуклеотидными группами и серия D с мезилфос-
форамидными (μ) межнуклеотидными группами
(см. “Эксперим. часть”). Последовательности и
обозначения АСО приведены в табл. 1.

Для улучшения доставки олигонуклеотидов в
клетки были использованы аминофункциона-
лизованные мезопористые наночастицы диоксида
кремния (mSiO2) размером 60–80 нм [17], кото-
рые, как мы обнаружили, отличаются относи-
тельной устойчивостью к агрегации и меньшей
цитотоксичностью для клеток Vero по сравне-
нию с использованными ранее коммерческими
аминофункционализованными наночастицами
SiO2 размером 20–30 нм (SkySpring Nanomateri-
als Inc., СШA) [23, 24]. Мезопористые наноча-
стицы mSiO2, впервые рассмотренные в работе
Vallet-Regi et al. [25], привлекли внимание как
средства доставки лекарств из-за высокой хими-
ческой и термической стабильности, большой
площади поверхности, равномерного и настраи-
ваемого размера пор, облегченной функционали-
зации поверхности, низкой токсичности и хоро-
шей биосовместимости [26–30]. Аминофункцио-
нализованные наночастицы mSiO2 (mSiO2–NH2)
часто применялись для контролируемого высво-
бождения различных лекарственных препаратов:
анальгетиков, антибиотиков, противоопухолевых
препаратов и др. [31–39]. Функционализация по-

Рис. 1. Структуры антисмысловых олигодезоксирибонуклеотидов с модифицированными фосфатными группами:
(а) – тиофосфатными (PS); (б) – мезилфосфорамидными (μ). В – азотистое основание: аденин, гуанин, тимин или
цитозин.
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верхности аминогруппами в указанных статьях
проводилась, как правило, с помощью 3-амино-
пропилтриэтоксисилана (APTES). В данной ра-
боте проводили функционализацию поверхности
наночастиц mSiO2 остатками 1,2-этилендиамина
с целью увеличения плотности катионных групп
для улучшения электростатического комплексооб-
разования с анионными олигонуклеотидами, несу-
щими модифицированные фосфатные группы:
тиофосфатные или мезилфосфорамидные (рис. 1а
и 1б соответственно). Для этого наночастицы
обрабатывали 3-(2-аминоэтиламино)-пропилди-
метоксиметилсиланом в условиях, аналогичных
функционализации APTES. Данные наночастицы
(mSiO2–R2) оказались самыми эффективными
по связыванию олигонуклеотида в электростати-
ческий комплекс. Наночастицы, модифициро-
ванные APTES или 3-[2-(2-аминоэтиламино)-
этиламино]пропилтриметоксисиланом или со-
держащие золотое ядро (Au@SiO2–NH2) [17],
показали меньшую загрузку по олигонуклеотиду
в тех же условиях (табл. 2). ξ-Потенциал наноком-
плекса mSiO2–R2 с модельным 17-звенным олиго-

нуклеотидом Т403 оставался положительным, од-
нако его величина уменьшалась с +32.3 до +23.7,
что согласуется с образованием ионного комплекса
(табл. 2). Массовое отношение (mSiO2–R2/Т403)
составило 12.7, что почти вдвое выше отношения,
полученного в работе Xu et al. [40]. В работе
Xu et al. использовали такой же аминосилан и
18-звенный олигонуклеотид, однако наночасти-
цы SiO2 не были мезопористыми.

Таким образом, в качестве эффективного носи-
теля для доставки олигонуклеотидов для дальней-
ших экспериментов были выбраны модифициро-
ванные этилендиаминовыми группами наночасти-
цы мезопористого диоксида кремния mSiO2–R2.
Полученные наночастицы, имеющие положитель-
ный ξ-потенциал при рН 7.0, были использова-
ны для формирования ионных нанокомплексов с
АСО (табл. 1), биологическая активность кото-
рых была исследована далее.

Определение цитотоксичности нанокомплек-
сов АСО для клеток Vero с помощью МТТ-теста
выявило выраженную цитотоксичность при кон-
центрациях >500 нМ (рис. 2), в то время как сво-

Таблица 1. Последовательности и молекулярные массы антисмысловых олигонуклеотидов

* По данным масс-спектрометрии MALDI-TOF. 
Обозначения: S – тиофосфатная группа, μ – мезилфосфорамидная группа.

Код Последовательность, 5′–3′
Молекулярная масса, Да

расч. [M – H]– эксп.* [M – H]–

S054 TSGSCSGSASGSGSASASASCSGSTSTSTSGSASASGSCSTSG 7176.57 7168.80
S055 ASTSASASGSASCSASASASASASGSCSTSCSCSTSCSCSTSGSA 7362.78 7371.10
S056 TSTSASTSCSGSASTSASASGSASTSTSGSASTSASCSC 6420.03 6429.40
D605 TμGμCμGμAμGμGμAμAμAμCμGμTμTμTμGμAμAμGμCμTμG 8458.62 8466.20

D607 TμTμAμTμCμGμAμTμAμAμGμAμTμTμGμAμTμAμCμC 7579.98 7588.70

D608 AμTμAμAμGμAμCμAμAμAμAμAμGμCμTμCμCμTμCμCμTμGμA 8705.88 8711.50

Таблица 2. Изучение способности аминомодифицированных мезопористых наночастиц SiO2 к комплексообра-
зованию c модельным олигонуклеотидом T403*

* 17-звенный олиго-2′-O-метилрибонуклеотид: 5′-AτGUCUCGACUUGCUACC-3′; τ – тозилфосфорамидная группа; Mr 6031.11 [47].
Прочерк – значение не определяли.

Нанокомплекс mSiO2–NH2 mSiO2–R2 mSiO2–R3 Au@SiO2–NH2 [17]

Силан APTES 3-(2-Аминоэтиламино)-
пропилдиметоксиме-

тилсилан

3-[2-(2-Аминоэтиламино)-
этиламино]пропилтриметок-

сисилан

APTES

Емкость, нмоль 8.65 13.10 8.42 0.90
(52 мкг/мг) (79 мкг/мг) (51 мкг/мг) (5.4 мкг/мг)

Массовое отношение 
mSiO2/Т403*

19.2 12.7 19.7 184

ξ-Потенциал, мВ – +23.7
(до комплексообразова-

ния +32.3)

– –
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бодные олигонуклеотиды без наночастиц показа-
ли меньшую цитотоксичность, что могло быть
вызвано тем, что олигонуклеотиды слабее прони-
кали в клетки вне нанокомплекса. В последующих
экспериментах нанокомплексы олигонуклеотидов
S054 и S055 были использованы в концентрации
500 нМ, а нанокомплексы олигонуклеотидов S056,
D605, D607, D608 – в концентрации 250 нМ.

Для изучения противовирусного эффекта клет-
ки Vero инфицировали вирусом АЧС BA71V, по-
сле чего сразу же обрабатывали нанокомплек-
сами указанных олигонуклеотидов. Контрольная
группа клеток Vero была обработана АСО в при-
сутствии трансфекционного реагента Липофек-
тамин 3000 (Invitrogen, США), после чего клетки
инфицировали вирусом АЧС и определяли про-
тивовирусную активность вышеупомянутых оли-
гонуклеотидов вне нанокомплексов.

Нанокомплексы S054 и S055 уменьшали титр
вируса на ~0.3logTCID50/мл, что эквивалентно
~60% подавления (рис. 3). При применении сво-
бодных АСО противовирусная активность была
выражена слабее (<0.3logTCID50/мл), что свиде-
тельствует о том, что олигонуклеотиды в составе
нанокомплексов лучше проникают в клетку и, как
следствие, проявляют более выраженную проти-
вовирусную активность.

На следующем этапе исследований было изу-
чено комбинированное влияние нанокомплексов
олигонуклеотидов на репродукцию вируса АЧС.
Для этого инфицированные клетки обрабатыва-
ли тремя группами нанокомплексов АСО: 1) по
500 нМ S054 и S055; 2) 250 нМ S054 и 500 нМ S055;
и 3) 500 нМ S054 и 250 нМ S055. Максимальное
падение титра вируса (~1.0logTCID50/мл) было за-

Рис. 2. Цитотоксичность нанокомплексов антисмысловых олигонуклеотидов (АСО) для клеток Vero по результатам
тестов МТТ. Последовательности АСО представлены в табл. 1.
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Рис. 3. Титр вируса АЧС (logTCID50/мл) после воздействия нанокомплексов АСО через 24 ч после инфицирования
клеток Vero вирусом АЧС. Достоверность результатов оценивали с помощью двустороннего t-критерия Стьюдента.
* p < 0.05.
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фиксировано в случае, когда концентрация обоих
нанокомплексов составляла 500 нМ (рис. 4).

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Материалы и оборудование. Для офВЭЖХ ис-
пользовали ацетонитрил UHPLC grade Supergra-
dient (Panreac, Испания). Раствор (2 М) ацетата
триэтиламмония (ТЕАА), рН 7.0, был приготов-
лен из триэтиламина ACS grade (Panreac, Испания)
и ледяной уксусной кислоты (осч, Россия). Дихлор-
уксусная кислота, иод, 0.25 М раствор 4,5-дициани-
мидазола (DCI) в безводном ацетонитриле, тет-
раэтилортосиликат, 3-(2-аминоэтиламино)про-
пилдиметоксиметилсилан, красители Stains-All,
ксиленцианол FF и бромфеноловый синий (BP)
были приобретены у компании Sigma-Aldrich
(США); метансульфохлорид, азид натрия и пер-
хлорат натрия – у Acros Organics (США), дихлорме-
тан, тетрагидрофуран, пиридин и триэтиламин – у
Panreac (Испания). Формамид, акриламид, N,N ′-
метилен-бис-акриламид, мочевина, трис(гидрок-
симетил)-аминометан (Трис), борная кислота, ди-
натриевая соль этилендиаминтетрауксусной кис-
лоты (Na2ЭДТА) были приобретены у компании
Диаэм (Россия). Концентрированный водный рас-
твор аммиака (осч), концентрированная HCl (осч),
уксусная кислота (осч), ацетон (осч), н-гексан и
этанол были отечественного производства. Все ре-
активы были наивысшей степени чистоты, доступ-
ной у соответствующих коммерческих поставщи-
ков. Ацетонитрил (UHPLC grade Supergradient,
Panreac, Испания) для синтеза олигонуклеотидов
кипятили 6 ч над CaH2 в атмосфере аргона, затем
перегоняли в атмосфере аргона и хранили под ар-
гоном над молекулярными ситами 3 Å. Бидистил-

лированную воду подготавливали непосредствен-
но в лаборатории.

Для центрифугирования небольших объемов
растворов использовали микроцентрифугу Mini-
Spin Рlus (Eppendorf, ФРГ). Химические реакции
проводили с использованием термошейкера Ther-
momixer Compact (Eppendorf, ФРГ). Растворы
встряхивали с помощью вортекса BioVortex V1
(Biosan, Эстония). Гель-электрофорез проводили
с использованием установки для электрофореза
(Bio-Rad, США). Небольшие объемы растворов
олигонуклеотидов (до 1.5 мл) концентрировали с
помощью вакуумного концентратора Savant Speed-
Vac DNA120ОР (Thermo Fisher Scientific, США).

Олигонуклеотиды были получены с помощью
автоматического синтезатора ДНК/РНК ASM-800
(ООО “Биоссет”, Новосибирск, Россия) согласно
протоколам фосфитамидного синтеза в стандарт-
ных реакторах объемом 25–50 мкл в масштабе
0.2–0.4 мкмоль из соответствующих β-цианэтил-
N,N-диизопропилфосфитамидов дезоксирибону-
клеозидов и полимерных носителей на основе по-
ристого стекла с размером пор 1000 Å с привитыми
дезоксирибонуклеозидами (Sigma-Aldrich, США).
Тиофосфатные (PS) олигонуклеотиды [41] синте-
зировали с использованием 0.05 М раствора 3-((ди-
метиламинометилиден)амино)-3H-1,2,4-дитиазол-
3-тиона (Sulfurizing Reagent II; Glen Research,
США) в смеси пиридин–ацетонитрил (1 : 1, v/v).
Мезилфосфорамидные (μ) олигонуклеотиды син-
тезировали по оригинальной методике при помощи
реакции Штаудингера на твердой фазе с использо-
ванием мезилазида (метансульфонилазида) [42].
Мезилазид получали in situ из метансульфохлори-
да и азида натрия в ацетонитриле согласно работе
Matano et al. [43] и использовали в виде 0.5 М рас-
твора в ацетонитриле (ОСТОРОЖНО! Мезилазид в

Рис. 4. Изменение титра вируса АЧС (logTCID50/мл) при комбинированном воздействии двух наиболее активных на-
нокомплексов АСО в различных концентрациях. Достоверность результатов оценивали с помощью двустороннего
t-критерия Стьюдента. * p < 0.05.
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чистом виде может быть взрывоопасен! [44]). ИК-,
1Н- и 13С-ЯМР-спектры полученного мезилазида
были идентичны приведенным в литературе [43].

Для аналитической ВЭЖХ использовали хро-
матограф Agilent 1220 (Agilent Technologies, США) c
УФ-детекцией при длине волны 260 нм, колонкой
ZORBAX Eclipse XDB-C18 (5 мкм, 4.6 × 150 мм;
Agilent Technologies, США). Элюцию осуществ-
ляли в градиенте ацетонитрила в 20 мМ ТЕАА,
рН 7.0, от 0 до 60% за 30 мин и скорости потока
1 мл/мин. Выделение олигонуклеотидов прово-
дили с помощью хроматографа Waters 600E
(Waters Corp., США) c УФ-детекцией при длинах
волн 190, 260, 280 нм и колонкой ZORBAX Eclipse
PrepHT XDB-C18 (7 мкм, 21.2 × 150 мм; Agilent
Technologies, США) в градиенте ацетонитрила в
20 мМ ТЕАА, рН 7.0, от 0 до 60% за 30 мин при
скорости потока 21 мл/мин.

PS-олигодезоксирибонуклеотиды получали с
4,4′-диметокситритильной группой (DMTr) на
5′-конце, собирали DMTr-содержащую фракцию,
DMTr-группу отщепляли обработкой 80%-ной ук-
сусной кислотой при комнатной температуре в
течение 15 мин, осаждали олигонуклеотид 3%-ным
NaClO4 в ацетоне, отделяли осадок центрифугиро-
ванием, промывали ацетоном, высушивали на воз-
духе, растворяли в бидистиллированной воде и
определяли концентрацию по оптической плотно-
сти раствора с помощью УФ-спектрофотометра
NanoDrop 2000с (ThermoFisher Scientific, США).

μ-Олигонуклеотиды были синтезированы в ре-
жиме без сохранения 5′-DMTr-группы (“DMTr
OFF”) с выделением с помощью препаративного
гель-электрофореза в 20%-ном ПААГ толщиной
2–3 мм в денатурирующих условиях и обессоли-
ванием на колонке NAP-25 с сорбентом Sephadex
G-25 (GE Healthcare, Великобритания) в виде на-
триевой соли. Для контроля качества олигонук-
леотидов проводили аналитический электрофорез
в 20%-ном ПААГ толщиной 0.4 мм в аналогичных
условиях: акриламид – N,N ′-метилен-бис-акрил-
амид (30 : 1), 8 М мочевина, 90 мМ Трис-борат,
pH 8.3, 2 мМ Na2ЭДTA при напряжении 50 В/см.
Олигонуклеотиды наносили в растворе, содержав-
шем 8 М мочевину, 0.05% ксиленцианола FF и
0.05% бромфенолового синего. Визуализацию по-
лос проводили окрашиванием геля раствором кра-
сителя Stains-All (500 мг/л) в формамиде с после-
дующей отмывкой дистиллированной водой.

Молекулярные массы олигонуклеотидов опре-
деляли с помощью масс-спектрометрии MALDI-
TOF на приборе Ultraflex III TOF/TOF (Bruker
Daltonics, Германия). Масс-спектры олигонуклео-
тидов получали в линейном режиме отрицатель-
ных ионов прибора и в диапазоне m/z от 500 до
16000 Да. Параметры измерения включали также
частоту импульсов 25 Гц, ускоряющее напряже-
ние 25.0 кВ и время задержки экстракции ионов

120 нс. Образцы олигонуклеотидов растворяли до
концентрации 0.1 мM в водном буфере, содержав-
шем 20 мM ТЕАА и 60% ацетонитрила. Объем ана-
лизируемого образца составлял 10 мкл. Аликвоту
раствора образца объемом 0.7 мкл смешивали на
подложке (Ground Steel или AnchorChip) с 0.7 мкл
раствора матрицы, приготовленного согласно ба-
зовому протоколу производителя (Bruker Daltonics,
Германия). Матрицей для ионизации олигонуклео-
тидов в отрицательном режиме служил 2,6-ди-
гидроксиацетофенон (2,6-DHAP) с добавлением
дигидроцитрата аммония. Итоговый масс-спектр
получали суммированием 8–20 одиночных спек-
тров по 100 импульсов лазера на точку. Калибров-
ку прибора проводили с использованием калибро-
вочных стандартов (Bruker Daltonics, Германия), а
также набора олигодезоксирибонуклеотидов с из-
вестными массами. Молекулярные массы олиго-
нуклеотидов рассчитывали, используя наборы экс-
периментальных значений m/z, определенных для
каждого анализируемого образца.

Общая методика получения олигонуклеотидов с
межнуклеотидными мезилфосфорамидными (µ) груп-
пами [42]. Олигодезоксирибонуклеотиды синте-
зировали фосфитамидным методом с использо-
ванием автоматического синтезатора ДНК/РНК.
Мезилфосфорамидную группу вводили в автома-
тическом режиме. Для этого после удаления
5′-DMTr-группы привитого к полимерному но-
сителю нуклеозида или олигонуклеотида с помо-
щью 3%-ного раствора дихлоруксусной кислоты в
дихлорметане проводили конденсацию соответ-
ствующего фосфитамида (0.1 М раствор в безвод-
ном ацетонитриле) и кэпирование с использовани-
ем реагента Fast Deprotection Cap (Sigma-Aldrich,
США), после чего осуществляли реакцию Шта-
удингера на твердой фазе с помощью 0.5 М раство-
ра мезилазида в абсолютном ацетонитриле в тече-
ние 30 мин при комнатной температуре. После
окончания автоматизированного синтеза олиго-
нуклеотид отщепляли от полимерного носителя и
деблокировали концентрированным (∼25–30%)
водным раствором аммиака (200 мкл на ∼5 мг по-
лимера) при 55°С в течение 16 ч. Аммиак упари-
вали в вакууме досуха с помощью вакуумного
концентратора SpeedVac (Thermo Fisher Scientif-
ic, США), добавляли 100 мкл 20 мМ ТЕАА, рН 7.0,
отделяли супернатант от полимерного носителя,
олигонуклеотид анализировали и выделяли с по-
мощью электрофореза в ПААГ, как описано выше.

Получение ионных нанокомплексов олигонук-
леотидов с мезопористыми наночастицами диокси-
да кремния, модифицированными остатками
1,2-этилендиамина. Синтез исходных мезопори-
стых наночастиц кремнезема mSiO2 был проведен
аналогично описанному в литературе [45]. Приме-
няли следующие условия: 0.25 г бромида цетилтри-
метиламмония (CTAB) растворяли в 35 мл деиони-
зованной воды при перемешивании, добавляли
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1.5 мл концентрированного водного аммиака (28–
30%), затем по каплям в течение 1 ч при непрерыв-
ном перемешивании прибавляли смесь н-гексана
(5 мл) и тетраэтилортосиликата (1 мл). Темпера-
тура реакции составляла 35°С. В результате пере-
мешивания в течение 8 ч получали гомогенный
белый коллоидный раствор. Осадок собирали
центрифугированием и несколько раз промыва-
ли деионизованной водой и затем этанолом. Для
удаления избытка CTAB осадок диспергировали в
растворе 1 М HCl (4 мл) и этанола (120 мл) и ки-
пятили с обратным холодильником в течение 6 ч.

Для модификации поверхности остатками
1,2-этилендиамина наночастицы mSiO2 (50 мг) сус-
пендировали в абсолютном этаноле (10 мл), пере-
мешивали 10 мин, прибавляли 20 мкл 3-(2-амино-
этиламино)пропилдиметоксиметилсилана и кипя-
тили с обратным холодильником в течение 6 ч.
Затем осадок центрифугировали и несколько раз
промывали этанолом. Продукт ресуспендирова-
ли в воде. Количество аминогрупп после модифи-
кации оценивали пикратным методом [46] по
УФ-поглощению пикриновой кислоты в 5% ТЕА
в этаноле при 358 нм (ε 14500).

Значения гидродинамического диаметра и
ξ-потенциала полученных наночастиц определя-
ли на приборе Zetasizer Nano ZS Plus (Malvern,
Великобритания) при комнатной температуре и
концентрации 0.2 мг/мл в деионизованной воде с
использованием кюветы DTS1070 и усредняли по
трем измерениям.

Комплексообразование с олигонуклеотидами
проводили в водном растворе при рН 7.0, при ко-
тором ξ-потенциал mSiO2–R2 положителен. По-
ложительно заряженные частицы и отрицательно
заряженный олигонуклеотид вступали в электро-
статическое взаимодействие, в результате чего
образовывался ионный комплекс. Реакцию про-
водили при комнатной температуре с перемеши-
ванием на шейкере. Перед реакцией наночасти-
цы диспергировали в воде с помощью ультразву-
ка в течение 1–2 мин. Время реакции составляло
2 ч. Количество наночастиц рассчитывали так,
чтобы соотношение числа аминогрупп mSiO2–R2
на одну модифицированную фосфатную группу
олигонуклеотида составляло 5 : 1. По окончании
реакции наночастицы отделяли центрифугирова-
нием и после удаления супернатанта дважды про-
мывали водой. Емкость нанокомплекса по олиго-
нуклеотиду определяли по УФ-поглощению при
260 нм содержащегося в супернатанте и промыв-
ках не вступившего в комплексообразование оли-
гонуклеотида (ε 159200).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Таким образом, мы показали, что антисмыс-

ловые олигонуклеотиды, нацеленные на мРНК

основного капсидного белка VP72 вируса афри-
канской чумы свиней, в составе ионных наноком-
плексов с мезопористыми наночастицами диокси-
да кремния, модифицированными остатками
1,2-этилендиамина, более эффективно снижают
титр вируса АЧС в инфицированных клетках Vero,
чем те же олигонуклеотиды, но без наночастиц. Это
можно объяснить тем, что нанокомплексы более
эффективно проникают в клетки по сравнению со
свободными олигонуклеотидами (даже в присут-
ствии Липофектамина 3000). Однако максимальное
снижение количества вируса (~1.0logTCID50/мл)
наблюдалось только при комбинированном ис-
пользовании двух наиболее эффективных АСО в
концентрации 500 нМ. Следует отметить, что ан-
тисмысловые олигонуклеотиды, способные сни-
жать репликацию вируса АЧС, до сих пор не были
известны из опубликованной литературы. В то же
время противовирусная активность исследован-
ных нанокомплексов АСО, нацеленных на мРНК
VP72, оказалась недостаточной для того, чтобы их
можно было считать перспективными кандидата-
ми для борьбы с АЧС. Тем не менее полученные
данные могут служить отправной точкой для даль-
нейших исследований по повышению эффектив-
ности противовирусного действия нанокомплек-
сов антисмысловых олигонуклеотидов в отноше-
нии вируса африканской чумы свиней.
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Antiviral activity of antisense oligodeoxyribonucleotides with phosphorothioate or mesyl phosphoramidate
internucleotidic groups targeting the main capsid protein VP72 mRNA of the African swine fever virus (ASFV),
either in a free form with Lipofectamine 3000 transfection or in the form of ionic complexes with amino-
modified mesoporous silicon dioxide nanoparticles, has been evaluated in Vero cells infected with ASFV.
Relatively high cytotoxicity of oligonucleotide nanocomplexes for Vero cells at concentrations above 500 nM
was detected. Two sequences of antisense oligonucleotides were identified, which reduced the virus titer by
an order of magnitude at 500 nM. The antiviral effect of nanocomplexes exceeded that of free oligonucle-
otides in the presence of Lipofectamine 3000, which indicates a more efficient delivery of nanocomplexes to
the cells. Antisense oligonucleotides able to reduce the replication of ASFV were hitherto unknown from the
literature. The obtained data can be used as a starting point for further research on the development of oligo-
nucleotide-based antiviral drugs against the African swine fever virus.

Keywords: oligodeoxyribonucleotide, phosphorothioate, mesyl phosphoramidate, mesoporous silicon dioxide
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Созданы новые двухкомпонентные флуоресцентные зонды для детекции микроРНК на основе оли-
го(2'-O-метилрибонуклеотидов), формирующие в присутствии РНК-мишени 3WJ-структуру из трех
олигонуклеотидных дуплексов (3WJ – three-way junction) со вставкой PyA-модифицированного аде-
нинового кластера, представляющего собой пентааденозиновый фрагмент, содержащий в центре
8-(1-этинилпирен)-дезоксирибоаденозин. В качестве РНК-мишени выбрана микроРНК let-7a-3p,
уровень которой в клетке коррелирует с возникновением и развитием онкологических заболеваний.
Проведено сравнительное исследование термической стабильности и флуоресценции двухкомпо-
нентных зондов на основе олиго(2'-O-метилрибонуклеотидов), в составе которых имеется дезокси-
рибоаденозиновый (dAdAPyAdAdA) или (2'-O-метилрибо)аденозиновый фрагмент (AmAm PyAAmAm),
содержащий в центре 8-(1-этинилпирен)-дезоксирибоаденозин, и аналогичного олигодезоксири-
бонуклеотидного зонда. Обнаруженное изменение спектров флуоресценции созданных зондов при
гибридизации с РНК-мишенью потенциально может быть использовано при разработке систем
детекции микроРНК.

Ключевые слова: олиго(2'-О-метилрибонуклеотиды), флуоресцентные зонды, детекция РНК, 3WJ-струк-
тура, PyA-модифицированный пентаадениновый кластер, 8-(1-этинилпирен)-дезоксирибоаденозин
DOI: 10.31857/S0132342321020238

ВВЕДЕНИЕ
Детекция и визуализация биомолекул in vitro и

in vivo, в частности клеточных и внеклеточных
РНК, необходимы для решения целого ряда задач
молекулярной биологии и биомедицины, биохи-
мии и клеточной биологии. Актуальной пробле-
мой является повышение чувствительности си-
стем, используемых для детекции и визуализации
биомолекул, а именно увеличение соотношения
сигнал/шум, а также повышение предела обнару-
жения [1, 2]. Флуоресцентные зонды представляют
собой перспективную основу для создания высо-
кочувствительных систем детекции биомолекул.
Для сиквенс-специфической детекции нуклеи-

новых кислот используют флуоресцентные ги-
бридизационные зонды [3–5]. Интересным вари-
антом зондов являются тандемные флуоресцент-
ные зонды, сигнал от которых возникает только
при одновременной гибридизации компонентов
зонда на НК-мишени за счет сближения пары
флуорофоров. Флуоресцентные олигонуклеотид-
ные зонды, содержащие остатки пирена в каче-
стве флуорофора, являются перспективными ин-
струментами для детекции нуклеиновых кислот
благодаря высокой чувствительности флуорес-
ценции пирена к окружению [6–9].

Одними из наиболее перспективных инстру-
ментов для детекции РНК являются флуорес-
центные зонды на основе олиго(2'-O-метилрибо-
нуклеотидов). Олиго(2'-O-метилрибонуклеотиды)
обладают определенными преимуществами перед
стандартно используемыми для создания олиго-
нуклеотидных зондов олигодезоксирибонуклео-
тидами, а именно большей термической ста-
бильностью дуплексов с комплементарной РНК,

Сокращения: 3WJ – three-way junction – структура из трех
олигонуклеотидных дуплексов; РуА – модифицированный
адениновый кластер – пентааденозиновый фрагмент, со-
держащий в центре 8-(1-этинилпирен)-дезоксирибоадено-
зин; miR – микроРНК.

# Автор для связи: (тел.: +7 (383) 363-51-29; эл. почта:
danov@niboch.nsc.ru).

УДК 547.963.32:577.113.4:577.113.6
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способностью разворачивать структурированную
РНК, а также большей устойчивостью к действию
нуклеаз [10, 11].

Относительно недавно был предложен новый
вариант эксимерных зондов для детекции мик-
роРНК, представляющий собой двухкомпонент-
ный олигодезоксирибонуклеотидный зонд, спо-
собный образовывать в присутствии РНК-мишени
3WJ-структуру (3WJ – three-way junction), со-
держащую в одном из стеблей так называемые
PyA-модифицированные адениновые кластеры в
обеих цепях [12].

В данной работе мы провели дизайн, синтез и
изучение свойств новых двухкомпонентных зон-
дов на основе олиго(2'-O-метилрибонуклеотидов),
формирующих в присутствии РНК-мишени 3WJ-
структуру. Каждый из компонентов зонда содер-
жит PyA-модифицированный адениновый кластер,
представляющий собой пентааденозиновый фраг-
мент, содержащий в центре 8-(1-этинилпирен)-
дезоксирибоаденозин.

В качестве РНК-мишени нами была выбрана
микроРНК let-7a-3p (miR let-7a-3p). Уровень этой
микроРНК в клетке коррелирует с возникнове-
нием и развитием онкологических заболеваний, в
связи с этим она рассматривается как диагности-
ческий биомаркер онкологических заболеваний
и является объектом исследований при создании
новых усовершенствованных систем детекции.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Ранее были предложены и исследованы раз-

личные варианты пиренильных флуоресцентных
зондов на основе олиго(2'-O-метилрибонуклео-
тидов) для детекции РНК, в том числе биспире-
нильные линейные зонды [13–16], биспирениль-
ные “молекулярные маяки” [17, 18] и тандемные
биспиренильные зонды [19, 20].

В данной работе для детекции miR let-7a-3p
нами были сконструированы двухкомпонентные
зонды, формирующие в присутствии РНК-ми-
шени 3WJ-структуру из трех олигонуклеотидных
дуплексов (рис. 1). Каждый из компонентов зон-
да содержит PyA-модифицированный аденино-
вый кластер, представляющий собой (2'-О-метил-
рибо)аденозиновый фрагмент (AmAmPyAAmAm)
(Lmf + Rmf) или дезоксирибоаденозиновый фраг-
мент (dAdAPyAdAdA) (Lm + Rm), содержащий в
центре 8-(1-этинилпирен)-дезоксирибоаденозин.

Для синтеза компонентов олигонуклеотидных
зондов использовали специально полученный
фосфитамид аденозина, содержащего пирен в 8-м
положении гетероциклического основания. Для
его введения автоматический твердофазный фос-
фитамидный синтез прерывали и проводили цикл
присоединения модифицированного фосфит-
амидного звена в “ручном” варианте с использова-

нием 5-этилтиотетразола в качестве активатора.
Время конденсации увеличивали до 30 мин. Про-
водили остальные стадии цикла в “ручном” ва-
рианте и продолжали синтез в автоматическом
режиме.

По окончании синтеза удаляли 5'-О-диметок-
ситритильную группу и проводили деблокиро-
вание олиго(2'-О-метилрибонуклеотидов), содер-
жащих PyA, в стандартных условиях. Модифици-
рованные олигонуклеотиды выделяли методом
препаративного гель-электрофореза. Строение
конъюгатов подтверждали методом MALDI-TOF-
масс-спектрометрии. Таким образом были по-
лучены PyA-содержащие компоненты олиго(2'-О-
метилрибонуклеотидных) зондов (Lmf + Rmf) и
(Lm + Rm), отличающиеся природой аденозинов
в составе кластера, а также их олигодезоксирибо-
нуклеотидные аналоги (L + R) (табл. 1). Для ис-
следования влияния PyA на время удерживания
при офВЭЖХ и термическую стабильность ком-
плексов с РНК-мишенью были также синтезиро-
ваны контрольные олиго(2'-О-метилрибонуклео-
тиды) (Lmc и Rmc), не содержащие PyA.

Гомогенность выделенных PyA-модифициро-
ванных олигонуклеотидов подтверждали метода-
ми офВЭЖХ (рис. 2) и электрофореза в денатури-
рующем 15%-ном ПААГ.

Введение модифицированного PyA в полностью
2'-O-метилированные олигорибонуклеотиды при-
водило к незначительному (0.3 мин) уменьшению
времени удерживания при офВЭЖХ (Lmf и Rmf).
Время удерживания модифицированных олиго-
дезоксирибонуклеотидов L и R, содержащих PyA,
было незначительно больше (0.6–0.8 мин) време-
ни удерживания их 2'-О-метилированных анало-
гов Lmf и Rmf. Дополнительная замена в Lmf и
Rmf двух нуклеотидов с 3'- и 5'-стороны от PyA на
дезоксирибоаденозины (Lm и Rm) приводила к
увеличению времени удерживания (1.8–2.6 мин)
при офВЭЖХ. Таким образом, химерные оли-
го(2'-О-метилрибонуклеотиды) (Lm и Rm), содер-
жащие пентадезоксирибоаденозиновый фрагмент,
являются наиболее гидрофобными.

В электронных спектрах поглощения всех конъ-
югатов, содержащих PyA, наблюдали максимум
поглощения на длине волны 260 нм и два пика по-
глощения в области 360–430 нм. На рис. 3 приведе-
ны примеры спектров поглощения PyA-содержащих
олигонуклеотидов. Два пика с максимумами на
380 и 420 нм соответствуют поглощению этинил-
пирена, введенного в аденин [12].

В спектрах флуоресценции компонентов оли-
годезоксирибонуклеотидных (L и R) и олиго(2'-
O-метилрибонуклеотидных) (Lmf, Rmf, Lm и Rm)
зондов наблюдали флуоресценцию в диапазоне
440–460 нм, характерном для флуоресценции эти-
нилпирена (рис. 4а–4в).
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Рис. 2. Нормализированные профили аналитической офВЭЖХ при анализе PyA-содержащих и контрольных (не со-
держащих PyA) олигонуклеотидов. (а) – L, Lm, Lmc, Lmf; (б) – R, Rm, Rmc, Rmf. Последовательности олигонуклеоти-
дов см. в табл. 1. Условия: градиент концентрации 0–50% (20 мин) и 50% (5 мин) CH3CN в буфере, содержавшем
0.02 М TEAAc, pH 7.0, скорость потока – 100 мкл/мин.
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Во флуоресцентном спектре олигонуклеотида
Lmf – компонента полностью 2'-O-метилирован-
ного зонда – регистрировали дополнительный
пик на меньшей длине волны (рис. 4в). Проана-
лизировав вероятность образования внутри- и

межмолекулярных комплексов для этой последо-
вательности, мы выяснили, что этот олигонуклео-
тид способен образовывать самокомплементар-
ные комплексы, в которых остатки PyA в составе
разных цепей будут расположены на различном

Рис. 3. Спектры поглощения водных растворов PyA-модифицированных олигонуклеотидов: (а) – олигодезоксирибо-
нуклеотидов (L и R), (б) – олиго-(2'-O-метилрибонуклеотидов) (Lm и Rm). Концентрация олигонуклеотидов 10 мкМ,
температура 25°С.
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Рис. 4. Нормализованные спектры флуоресценции зондов: (a) – олигодезоксирибонуклеотидных (L и R); (б) – оли-
го(2'-O-метилрибонуклеотидных) (Lm и Rm); (в) – олиго(2'-O-метилрибонуклеотидных) (Lmf и Rmf). Условия: 2 мкМ
олигонуклеотиды; длина оптического пути 4 мм; 0.1 М NaCl, 50 мМ Tрис-HCl буфер (pH 7.5), 10 мМ MgCl2; длина вол-
ны возбуждения 385 нм; температура 25°С.
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расстоянии друг от друга в составе комплекса, что
и может быть причиной возникновения второго
пика флуоресценции. Аналогичный эффект на-
блюдали в работе Cummins et al. [10] при исследо-
вании различных типов комплексов с PyA-моди-
фицированными адениновыми кластерами.

Ранее было продемонстрировано, что двухком-
понентные олигодезоксирибонуклеотидные зон-
ды, формирующие 3WJ-комплексы с РНК-ми-
шенью и содержащие PyA-модифицированные
адениновые кластеры в обеих цепях, обладают
уникальными флуоресцентными свойствами [12].
При гибридизации с РНК пирен-модифициро-
ванные аденины (PyA) в составе РуА-модифициро-
ванных адениновых кластеров взаимодействуют
между собой с образованием структуры с отлич-
ными от исходных олигонуклеотидных компо-
нентов флуоресцентными свойствами, что позво-
ляет проводить детекцию РНК-мишеней.

Нами были получены спектры флуоресценции
двухкомпонентных зондов и их комплексов с РНК-
мишенью (рис. 5). Анализируя спектры флуорес-
ценции двухкомпонентных зондов в отсутствие

РНК-мишени и при добавлении РНК-мишени,
можно заключить, что в случае олигодезоксирибо-
нуклеотидного зонда (L + R) в присутствии РНК-
мишени в спектрах увеличивается интенсивность
излучения флуоресценции в более длинноволно-
вой области относительно флуоресценции исход-
ных компонентов зонда (рис. 5а). Аналогичные из-
менения спектра наблюдали и в работах [12, 21, 22].
В случае зонда (Lm + Rm) в спектрах флуоресцен-
ции с РНК-мишенью таких изменения не реги-
стрировали, но при этом максимум основного пи-
ка несколько сдвигался в более длинноволновую
область (с 453 до 460 нм) (рис. 5б). В случае зонда
(Lmf + Rmf) в спектрах флуоресценции как в отсут-
ствие, так и в присутствии РНК-мишени максимум
флуоресценции регистрировали в еще более длин-
новолновой области при 495 нм, при этом в спек-
трах флуоресценции зонда в присутствии РНК-
мишени регистрировали относительное увели-
чение интенсивности флуоресценции в области
420–440 нм (рис. 5в). Появление отличий в спек-
трах флуоресценции при гибридизации двухком-
понентных зондов с РНК-мишенью позволяет го-

Рис. 5. Нормализованные спектры флуоресценции двухкомпонентных зондов и их комплексов с РНК-мишенью.
(а) – Олигодезоксирибонуклеотидный зонд (L + R) и его комплекс с РНК-мишенью (L + R + T); (б) – олиго(2'-O-ме-
тилрибонуклеотидный) зонд (Lm + Rm) и его комплекс с РНК-мишенью (Lm + Rm + T); (в) – олиго(2'-O-метилрибо-
нуклеотидный) зонд (Lmf + Rmf) и его комплекс с РНК-мишенью (Lmf + Rmf + Т). Т – РНК-мишень miR let-7a-3p.
Условия: 2 мкМ олигонуклеотиды и РНК-мишень; длина оптического пути 4 мм; 50 мМ Tрис-HCl буфер (pH 7.5),
10 мМ MgCl2, 0.1 M NaCl; длина волны возбуждения 385 нм; температура 25°С.
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ворить о потенциальной возможности разработ-
ки систем детекции РНК с использованием этих
зондов.

Методом термической денатурации была ис-
следована стабильность комплексов двухкомпо-
нентных зондов, содержащих PyA-модифициро-
ванный адениновый кластер, с РНК-мишенью.
Для зондов в отсутствие мишени не наблюдали
значительных изменений в оптической плотно-
сти растворов при изменении температуры, что,
вероятно, свидетельствует об отсутствии взаимо-
действия между компонентами зонда (рис. 6).

Температура плавления комплекса зонда, со-
стоящего из олиго(2'-O-метилрибонуклеотидов)
(Lm + Rm), с РНК-мишенью составила 57.3°С и
была выше температуры аналогичного комплекса
зонда, состоящего из олигодезоксирибонуклео-
тидов (L + R), с РНК-мишенью, которая состави-
ла 39.1°С, что согласуется с литературными дан-
ными [23]. Видимо, изменение максимума флуо-
ресценции зонда (Lm + Rm) при гибридизации с
РНК, по сравнению с зондом (L + R) (рис. 5а, 5б),
может быть частично объяснено более высокой
стабильностью комплекса. Другим объяснени-
ем отличий в спектрах флуоресценции может
быть другая конформация химерного 2'-O-метил-
РНК/ДНК-дуплекса (скорее всего, промежуточ-
ная форма между A- и В-формами двойной спи-
рали), содержащего PyA-модифицированный аде-
ниновый кластер, по сравнению с аналогичным
ДНК-дуплексом (близкая к B-форме двойной
спирали).

Таким образом, нами продемонстрирована спо-
собность двухкомпонентных зондов олиго(2'-O-
метилрибонуклеотидов), содержащих РyA-моди-
фицированный адениновый кластер, формировать

более стабильные 3WJ-комплексы с РНК-мише-
нью, чем аналогичные олигодезоксирибонуклео-
тидные зонды.

Предложенные в данной работе новые двух-
компонентные флуоресцентные зонды на осно-
ве олиго(2'-О-метилрибонуклеотидов), формиру-
ющие с РНК-мишенью 3WJ-структуру, изменяют
свои флуоресцентные свойства при формирова-
нии комплекса с РНК-мишенью и в перспективе
могут быть использованы в качестве зондов для
детекции РНК-мишеней, в том числе микроРНК.
Требуются дополнительные исследования влия-
ния структуры зондов, а именно положения PyA в
составе кластера и протяженности самого класте-
ра, на их свойства для улучшения специфичности
флуоресцентного сигнала и увеличения чувстви-
тельности к РНК-мишени.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Материалы и оборудование. В работе были ис-

пользованы следующие реактивы: перхлорат на-
трия, дисукцинимидилкарботат, пиренметиламин,
N-метилимидазол (Acros Organics, США); 4,4'-
диметокситритилхлорид (Alfa Aesar, США);
5-этилтио-1H-тетразол (Biosset, Россия); 2-циано-
этил-N,N,N',N'-тетраизопропилфосфитамид, по-
лимеры с присоединенным первым нуклеозидным
звеном – 5'-O-(4,4'-диметокситритил)-2'-O-третбу-
тилдиметилсилил-N2-ацетилгуанозин-CPG, 5'-O-
(4,4'-диметокситритил)-2'-O-третбутилдиметил-
силил-уридин-CPG, фосфитамиды N-ацетилза-
щищенных 5'-O-(4,4'-диметокситритил)-2'-O-ме-
тилрибонуклеозидов, N-ацетилзащищенных 5'-O-
(4,4'-диметокситритил)-2'-O-третбутилдиметилси-
лил-рибонуклеозидов, N-ацетилзащищенных 5'-O-
(4,4'-диметокситритил)-2'-дезоксирибонуклеоти-

Рис. 6. Дифференциальные кривые термической денатурации компонентов тандемных зондов (L + R, Lm + Rm) и их
комплексов с РНК-мишенью (L + R + T, Lmf + Rmf + T). Условия термической денатурации: буфер (25 мМ Tрис-НСl
(pH 7.2), 50 мМ NaCl, 5 мМ MgCl2), концентрации олигонуклеотидных компонентов 1 мкМ. Т – РНК-мишень miR
let-7a-3p.
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дов (ChemGenes, США); краситель “Stains-all”,
персульфат аммония, дихлоруксусная кислота,
акриламид, N,N'-метиленбисакриламид, 2,6-лу-
тидин, Трис-гидроксиметиламинометан (Fluka,
Швейцария); мочевина, 40%-ный водный рас-
твор метиламина (Merck, Германия); молекуляр-
ные сита “Trap-PacTM Molecular Sieve Bag” 3 Å
(Millipore, США); пиридин, ацетон, тетрагидрофу-
ран, 15%-ный раствор уксусного ангидрида в тетра-
гидрофуране (PanReac, Испания); ксиленцианол
FF, бромфеноловый синий, N,N,N',N'-этиленди-
аминтетрауксусная кислота (Serva, Германия);
триэтиламин, триэтиламинтригидрофторид, гек-
саметилендиамин, этокситриметилсилан (Sigma-
Aldrich, США); хлористый метилен, йод кристал-
лический, ацетонитрил (Криохром, Россия).

N6-бензоил-5'-O-[бис(4-метоксифенил)фе-
нилметил]-8-(1-этинилпиренил)-2'-деоксиаде-
нозин) был синтезирован и выделен в лаборато-
рии профессора Б.Х. Кима (B.H. Kim, Пхохан-
ский университет науки и технологии, Пхохан,
Южная Корея) по методике Hwang et al. [24].

Олигонуклеотиды были получены на автомати-
ческом ДНК/РНК-синтезаторе ASM-800 (Биоссет,
Россия) твердофазным фосфитамидным мето-
дом в условиях, оптимизированных нами для этого
прибора. Все водные растворы были приготовле-
ны с использованием деионизованной воды, по-
лученной с помощью прибора Millipore Simplicity
System (Millipore, США).

Строение полученных олигонуклеотидов и
конъюгатов подтверждали методом MALDI-TOF-
масс-спектрометрии с использованием масс-спек-
трометра REFLEX III (Bruker Daltonics, Герма-
ния) (Центр коллективного пользования Центр
масс-спектрометрического анализа Института хи-
мической биологии и фундаментальной медици-
ны СО РАН).

Для анализа возможности образования внут-
ри- и межмолекулярных комплексов олигонук-
леотидов использовали програмное обеспечение
OligoAnalyzer 3.1. (Integrated DNA Technologies,
США).

Расчет коэффициентов молярного поглощения.
Оптическую плотность растворов олигонуклео-
тидов измеряли на спектрофотометре NanoDrop
1000 (Thermo Scientific, США). Молярные коэф-
фициенты поглощения немодифицированных оли-
гонуклеотидов при 260 нм рассчитывали по данным
работы Marti et al. [19]. Значения молярных коэф-
фициентов поглощения для 2'-O-метилрибонук-
леотидов принимали равными соответствующим
молярным коэффициентам поглощения для ри-
бонуклеотидов. При расчете коэффициентов мо-
лярного поглощения олигонуклеотидов, содер-
жащих PyA, влияние пирена не учитывали.

Регистрация спектров флуоресценции. Флуорес-
ценцию PyA-содержащих олиго(2'-O-метилрибону-

клеотидов) и олигодезоксирибонуклеотидов реги-
стрировали на спектрофлуориметре Carry Eclipse
(Varian Inc., США) в кварцевых кюветах (длина
оптического пути 4 мм) при комнатной темпера-
туре в буфере, содержавшем 50 мМ Tрис-HCl
(рН 7.5), 10 мМ MgCl2, 100 мкМ NaCl или в буфе-
ре, содержавшем 10 мМ какодилат натрия (pH 7.4),
0.1 М NaCl, 1 мМ трилон Б, при концентрации
олигонуклеотидных компонентов 2 мкМ.

Регистрация спектров поглощения. Поглощение
PyA-содержащих олиго(2'-O-метилрибонуклеоти-
дов) и олигодезоксирибонуклеотидов регистри-
ровали на спектрофотометре BioSpectrometer (Ep-
pendorf, Германия) в кварцевых кюветах (длина
оптического пути 1 мм) при комнатной темпера-
туре при концентрации олигонуклеотидных ком-
понентов 10 мкМ в воде.

Аналитическая обращенно-фазовая хроматогра-
фия. Аналитическую офВЭЖХ проводили на жид-
костном микроколоночном хроматографе Мили-
хром A-O2 (ЭкоНова, Россия) с использованием
колонки ProntoSil (75 × 2 мм) в градиенте концен-
трации 0–50% (20 мин) и 50% (5 мин) CH3CN в
буфере, содержавшем 0.02 М TEAAc, pH 7.0, ско-
рость потока 100 мкл/мин. Измерения проводили
на трех длинах волн 260, 300 и 346 нм спектро-
фотометрического детектора хроматографа (Аль-
фахром, Россия) при 40°С. Полученные данные
обрабатывали в программе Мультихром OC (Эко-
нова, Россия) и в Microsoft Excel (Microsoft Cor-
poration, США).

Термическая денатурация дуплексов. Диффе-
ренциальные кривые термической денатурации
дуплексов были получены на установке с термо-
регулируемой оптической кюветой на базе спек-
трофотометра Cary 300 BioMelt (Varian Inc., Ав-
стралия). Изменение температуры проводили со
скоростью 0.5°С/мин. Детекцию поглощения осу-
ществляли на двух длинах волн (260 и 270 нм).
Обработку кривых термической денатурации и
ренатурации проводили с использованием про-
граммного обеспечения Microsoft Office 2010 (Mic-
rosoft Corporation, США). Температуры плавления
были определены как максимумы первых произ-
водных кривых плавления.

Синтез N6-бензоил-5'-O-[бис(4-метоксифе-
нил)фенилметил]-8-(1-этинилпиренил)-3'-{бис[1-
(метилэтил)фосфорамидил]цианоэтил}-2'-дезокси-
аденозина (PyA). Синтез проводили по аналогии с
работой Ji et al. [25] с небольшими изменениями.
К раствору 200 мг (0.23 ммоль) соединения
(N6-бензоил-5'-O-[бис(4-метоксифенил)фенил-
метил]-8-(1-этинилпиренил)-2'-деоксиаденозина)
в 0.7 мл хлористого метилена добавляли 69 мкл
(0.40 ммоль) N,N-диизопропилэтиламина и
раствор, содержавший 44.9 мг (0.35 ммоль)
5-этилтиотетразола в 0.28 мл CH3CNабс. Затем
добавляли 144 мкл (0.45 ммоль) 2-цианоэтил-
N,N,N',N'-тетраизопропилфосфитамида. За про-
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хождением реакции следили с помощью ТСХ (си-
стема гексан : этилацетат, 1 : 2). По окончании
реакции реакционную смесь растворяли в EtOAc
(3–4 мл), отделяли раствор от осадка, образовавше-
гося в результате реакции, и переносили в пробирку
на 50 мл, промывали осадок этилацетатом (6 мл × 4)
и экстрагировали объединенный раствор на-
сыщенным водным раствором NaHCO3. Водный
слой трижды промывали этилацетатом, объединен-
ные органические слои сушили безводным Na2SO4,
фильтровали и упаривали досуха. Продукт выде-
ляли из реакционной смеси методом колоночной
хроматографии на силикагеле (230–400 меш, 60 Å)
(Sigma, США). Смесь, растворенную в 2 мл
50%-ного раствора этилацетата в гексане, нано-
сили на колонку. Проводили элюцию в градиенте
концентрации этилацетата в гексане (50–60%) и
упаривали соответствующие фракции. Rf 0.76, си-
стема ТСХ гексан : этилацетат, 1 : 2. Выход фос-
фитамида PyA составил 56%.

Получение PyA-модифицированных олигонуклео-
тидов (L, R, Lm, Rm, Lmf, Rmf) в “ручном” варианте
твердофазного фосфитамидного синтеза. Полимер-
связанный 3'-концевой фрагмент олигонуклеоти-
да, полученный автоматическим твердофазным
фосфитамидным методом, переносили из реакто-
ра в пробирку на 1.5 мл и добавляли раствор, со-
державший 22 мг фосфитамида PyA в смеси 100 мкл
хлористого метилена и 100 мкл CH3CNабс (0.1 М).
Затем добавляли 200 мкл 0.25 М раствора актива-
тора 5-этилтиотетразола в CH3CNабс, перемеши-
вали 30 мин при 37°С, раствор отбирали. Полимер-
ный носитель промывали CH3CNабс (200 мкл × 3) и
абсолютным тетрагидрофураном (200 мкл × 2).

К полимер-связанному олигонуклеотиду до-
бавляли 100 мкл CpA (10%-ный уксусный ангид-
рид, 10%-ный 2,6-лутидин в THF), затем 100 мкл
CpB (16%-ный N-метилимидазол в THF), пере-
мешивали 5 мин при 37°С, раствор отбирали. По-
вторяли процедуру еще раз. Полимерный носи-
тель промывали тетрагидрофураном (200 мкл × 2).
Затем добавляли 200 мкл раствора окислителя
(0.02 М I2 в THF : Py : H2O, 45 : 0.5 : 4.5 (v/v/v)),
перемешивали 5 мин при 37°С, раствор отбирали.
Полимерный носитель промывали тетрогидро-
фураном (200 мкл × 3) и хлористым метиленом
(200 мкл × 2).

Для удаления 5'-О-диметокситритильной груп-
пы добавляли 300 мкл деблокирующего агента
(3%-ный раствор дихлоруксусной кислоты в хло-
ристом метилене), перемешивали 1 мин, раствор
отбирали. Повторяли процедуру еще 2 раза. Поли-
мер промывали хлористым метиленом (200 мкл × 2)
и ацетоном (200 мкл × 2). Полимер высушива-
ли, помещали в реактор и продолжали автома-
тический твердофазный фосфитамидный синтез.
Конъюгаты деблокировали в стандартных усло-
виях. Выделение конъюгатов проводили в 15%-
ном ПААГ (акриламид : N,N'-метиленбисакрила-

мид, 29 : 1) в денатурирующих условиях (8 М моче-
вина, 50 мМ Tрис-H3BO3, pH 8.3, 0.1 М трилон Б).
Последовательности и характеристики конъюга-
тов приведены в табл. 1.
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New Two-Component Pyrene Probes on the Basis
of Oligo(2'-O-Methylribonucleotides) for microRNA Detection
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New two-component pyrene probes on the basis of oligo(2'-O-methylribonucleotides) for microRNA detec-
tion were obtained. They can form a three-way junction structure (3WJ) with RNA-target and contain the
PyA-modified adenine clusters with 8-(1-ethynylpyrene)-deoxyriboadenosine in the center of both compo-
nents. We have chosen microRNA let-7a-3p as RNA-target because correlation of its concentration in cells
with cancer’s appearance and progression. Comparative study of thermal stability and fluorescence properties
of probes on the basis of oligo(2'-O-methylribonucleotides) contain deoxyriboadenosine (dAdAPyAdAdA) or
(2'-O-methylribo)adenosine (AmAm PyAAmAm) fragment with 8-(1-ethynylpyrene)-deoxyriboadenosine in
the center, and of similar probe on the basis of oligodeoxyribonucleotide have been carried out. The changes
of f luorescence spectra of two-component probes upon hybridization with RNA-target have been demon-
strated and can be potentially used for design of new microRNA detection system.

Keywords: oligo(2'-O-methylribonucleotides), fluorescent properties, RNA detection, 3WJ-structure, PyA-modified
adenine cluster, 8-(1-ethynylpyrene)-deoxyriboadenosine
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Несмотря на успехи последних лет в лечении гепатоклеточной карциномы и других онкологических
заболеваний печени, разработка новых подходов к терапии этих заболеваний остается актуальной
задачей. Применение терапевтических нуклеиновых кислот дает возможность подавлять в течение
длительного времени “сложные” мишени, а также успешно реализовывать комплексную терапию с
малыми молекулами и антителами. Одной из привлекательных мишеней для лечения гепатоклеточ-
ной карциномы является ганкирин – белок, активно участвующий в росте, пролиферации и инва-
зии клеток, в том числе опухолевых. Было показано, что уровень ганкирина повышается в процессе
канцерогенеза и играет значительную роль в росте и метастазировании опухоли. В рамках данной
работы нами были проведены дизайн, синтез и валидация in vitro и in vivo малых интерферирующих
РНК (siРНК) для подавления экспрессии ганкирина. По результатам трансфекции клеток и после-
дующей оценки количества мРНК ганкирина в гепатоцитах мыши AML12 были отобраны три из се-
ми синтезированных siРНК (степень ингибирования до 80%). Согласно результатам моделирова-
ния вторичной структуры мРНК ганкирина мыши, данные siРНК комплементарны фрагментам
мРНК, содержащим в своей структуре одновременно одно- и двуцепочечные участки. Эффектив-
ность отобранных siРНК была также изучена в экспериментах на мышах линии BALB/C, было по-
казано, что siРНК в составе липидных частиц подавляли экспрессию мРНК ганкирина более чем на
90% при однократной инъекции 0.2 мг/кг. Полученные siРНК могут быть использованы для изуче-
ния роли ганкирина в развитии ряда онкологических и метаболических заболеваний на моделях
животных.

Ключевые слова: малые интерферирующие РНК, печень, ганкирин, РНК-интерференция
DOI: 10.31857/S0132342321020226

ВВЕДЕНИЕ
Разнообразные злокачественные образования

печени входят в десятку самых распространенных
онкологических заболеваний. Высокая функци-
ональность печени даже на поздних стадиях разви-
тия гепатоклеточной карциномы, холангиокарци-
номы и других онкологических заболеваний за-
трудняет своевременную диагностику, поэтому
часто единственным вариантом лечения остается
резекция и пересадка печени. Несмотря на успе-
хи хирургических подходов, лекарственная тера-
пия предпочтительна из-за меньших рисков для
пациентов.

При развитии рака печени изменяется экс-
прессия многих генов, которые могут выступать в

качестве потенциальных мишеней для терапии и
диагностики [1, 2]. Одним из основных онкоге-
нов, вызывающих повышенную пролиферацию
гепатоцитов, является малая субъединица 26S про-
теасомы, отвечающей за расщепление белков –
ганкирин. Ганкирин состоит из семи тандемно
расположенных аминокислотных повторов (ан-
кириновых повторов) и синтезируется практиче-
ски во всех эукариотических клетках [3]. Повы-
шенный уровень ганкирина в гепатоцитах мыши
приводит к увеличению деградации супрессоров
канцерогенеза, в том числе семейства транскрип-
ционных факторов CEBP. Также увеличение уров-
ня ганкирина приводит к индукции гемангиомы за
счет активации белка HIF-1, что свидетельствует о
роли ганкирина в ответе на гипоксию в дополне-
ние к его функциям онкобелка [4]. Все перечис-
ленные свойства делают ганкирин привлекатель-
ным маркером и потенциальной мишенью для те-
рапии гепатоклеточной карциномы.

Сокращения: siРНК – малые интерферирующие РНК; мик-
роРНК – малые некодирующие РНК.

# Автор для связи: (тел.: +7 (926) 388-08-65; эл. почта:
o.sergeeva@skoltech.ru).

УДК 577.21
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В настоящее время разрабатываются различ-
ные подходы к снижению экспрессии ганкирина
в раковых клетках. Известны малые молекулы и
пептиды, ингибирующие связывание ганкирина
с рядом белков-партнеров [5, 6], однако эти инги-
биторы обладают ограниченной эффективностью
за счет блокирования только части функций ган-
кирина. Альтернативным решением является по-
давление экспрессии мРНК ганкирина с использо-
ванием терапевтических нуклеиновых кислот [7].
Одним из подходов к регуляции количества мРНК,
а следовательно, и белка в клетке является метод
РНК-интерференции [8].

На сегодняшний день ряд препаратов на осно-
ве антисмысловых олигонуклеотидов и малых ин-
терферирующих РНК (siРНК) уже одобрен для
применения в клинической практике при лече-
нии наследственных метаболических заболеваний.
Эти препараты характеризуются высоким тера-
певтическим индексом и эффективностью, а так-
же пролонгированностью действия. Успехи приме-
нения терапевтических нуклеиновых кислот для
лечения онкологических заболеваний пока более
скромные, однако они активно используются для
валидации новых мишеней [9, 10]. Синтетические
siРНК представляют собой короткие РНК-дуп-
лексы, способные активировать механизм РНК-
интерференции. Антисмысловая цепь siРНК свя-
зывается с белком Ago2, образуя комплекс RISC,
который в свою очередь взаимодействует с целевой
мРНК, вызывая ее деградацию и ингибирование
трансляции [11]. siРНК обладают высокой селек-
тивностью к мРНК-мишеням, что делает siРНК
привлекательным инструментом для терапии [12].
Несмотря на развитие ряда инструментов для ди-
зайна siРНК [13–16], создание активных siРНК
остается сложной задачей.

В рамках данной работы нами были осуществ-
лены дизайн, синтез и тестирование siРНК, подав-
ляющих экспрессию гена ганкирина на уровне
мРНК путем РНК-интерференции. На основании
анализа вторичной структуры мРНК ганкирина
были выбраны сайты связывания siРНК и прове-
рена эффективность siРНК в линии гепатоцитов
мыши AML12 in vitro. Для siРНК-кандидатов, по-
казавших наибольшую активность in vitro, была
подтверждена эффективность подавления экс-
прессии гена ганкирина in vivo в печени мышей
линии BALB/C.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Оценка эффективности ингибирования мРНК

ганкирина в клетках печени мышей. Для дизайна
siРНК, подавляющих экспрессию мРНК ганки-
рина, нами был проведен анализ последователь-
ности мРНК ганкирина мыши (NM_001164177.1,
NM_016883.4 NCBI) с исключением возможных
участков связывания эндогенных микроРНК, а

также последовательностей, встречающихся в дру-
гих РНК транскриптома мыши. В результате ана-
лиза были выбраны семь siРНК, специфичных к
мРНК ганкирина. Для увеличения их стабильно-
сти к действию внутриклеточных нуклеаз в про-
цессе синтеза нами были использованы 2′-О-ме-
тильные пиримидиновые нуклеотиды и введены
тиофосфатные группы между двумя последни-
ми нуклеотидами с 3′-конца. Все пиримидиновые
нуклеотиды в составе смысловой цепи могут быть
заменены, в то время как в антисмысловой цепи
необходимо заменять пиримидиновые нуклеоти-
ды только в составе динуклеотидов уридин(цити-
дин)-аденозин, т.к. при значительной или пол-
ной замене возможно снижение эффективности
действия siРНК [17].

На следующем этапе мы сравнили эффектив-
ность подавления мРНК ганкирина под действи-
ем siРНК. Уровень экспрессии мРНК определяли
через 24 ч после трансфекции siРНК в гепатоциты
мыши AML12 методом ОТ-ПЦР. Степень ингиби-
рования мРНК ганкирина составила (80 ± 7)% для
siРНК 1, 3 и 4, для siРНК 5 и 6 – около (65 ± 5)%,
а для siРНК 2 и 7 – не более 40% относительно
уровня мРНК в контрольных клетках (рис. 1). Для
объяснения наблюдаемой разницы в эффектив-
ности ингибирования мы проанализировали рас-
положение siРНК на процессированной форме
мРНК ганкирина (NM_016883.4) (рис. 2а), а также
вторичную структуру мРНК ганкирина в участках
связывания siРНК (рис. 2б, 2в).

Следует отметить, что siРНК 2 и 7 комплемен-
тарны 3′-концу последнего экзона мРНК ганки-
рина, а также попадают в область с наибольшей
структурной лабильностью. Видимо, именно воз-
можность образования набора различных струк-
тур данной области мРНК ганкирина и определи-
ло низкую эффективность siРНК 2 и 7 (рис. 2в).
siРНК, продемонстрировавшие среднюю эффек-
тивность, попали или на одноцепочечный участок
в виде шпильки в структуре мРНК (siРНК 6) или
на участок двойной спирали (siРНК 5) (рис. 2б).
Возможно, полученные результаты обусловлены
недоступностью таких участков из-за связывания
с регуляторными белками. Наиболее эффектив-
ные siРНК (1, 3 и 4) комплементарны областям
мРНК ганкирина, содержащим в своем составе как
шпилечный одноцепочечный участок, так и часть
двойной спирали (рис. 2б). Полученные результаты
важны для дизайна активных siРНК, однако необ-
ходимо учитывать, что релевантность результатов
моделирования вторичной структуры РНК с реаль-
ной структурой в клетке ограничена [18].

Оценка эффективности ингибирования мРНК
ганкирина в печени мыши. Мы отобрали две наибо-
лее активные siРНК (3 и 4) для проверки их эффек-
тивности in vivo. Для этого siРНК были загружены
в липидные наночастицы на основе липидоида
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С12-200 для адресной доставки в гепатоциты [19].
Мы определили эффективность ингибирования
мРНК ганкирина in vivo после однократной инъек-
ции частиц (дозы siРНК 0.05, 0.2, 0.5, 1 и 2 мг/кг).
siРНК 3 и 4 показали высокую эффективность (по-
давление более 90%) in vivo уже при дозе 0.2 мг/кг
(рис. 3). Важно отметить, что благодаря химиче-
ской модификации siРНК даже при высоких дозах
(1–2 мг/кг) не проявляли токсических эффектов и
не активировали иммунную систему [10].

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Дизайн и синтез siРНК. Дизайн siРНК к мРНК
ганкирина (NM_001164177.1, NM_016883.4 NCBI)
и контрольной siРНК к мРНК люциферазы свет-

лячка (XM_031473197.1) был проведен по методи-
ке, представленной в работе Leboeuf et al. [10].
siРНК (табл. 1) были синтезированы по амидо-
фосфитной схеме (MerMade 12, BioAutomation,
США), очищены методом ионообменной хрома-
тографии, а их чистоту подтверждали методом
ВЭЖХ-МС.

Клеточные линии. Гепатоциты мыши AML12
(АТСС, США) культивировали в среде DMEM/F12,
содержавшей 5 мМ глутамин и 10% фетальной бы-
чьей сыворотки, при 37°С и 5% СО2.

Трансфекция клеток AML12 siРНК. Клетки
AML12 (~1 × 105 клеток) трансфицировали siРНК
в концентрации 10 нМ с помощью реагента Lipo-
fectamine-RNАiMAX (Invitrogen, США) по прото-

Рис. 1. Эффективность ингибирования мРНК ганкирина в гепатоцитах мыши AML12 под действием siРНК 1–7.
Контрол. siРНК – siРНК к мРНК люциферазы светлячка; wt – контрольные клетки без обработки. ** p < 0.01; *** p < 0.001.
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Таблица 1. Нуклеотидные последовательности siРНК

Примечание: заглавные буквы прямого начертания – рибонуклеотиды; заглавные курсивные буквы – дезоксирибонуклеотиды;
строчные буквы – 2'-O-метилрибонуклеотиды; s – тиофосфат. Контрольная siРНК – siРНК к гену люциферазы светлячка.

siРНК Смысловая цепь Антисмысловая цепь

siРНК 1 AcAuGuGAAuGcuGucAAuTsT AUUGAcAGcAUUcAcAUGUTsT
siРНК 2 GGAGGAAGuuGuAuAuuuuTsT AAAAuAuAcAACUUCCUCCTsT
siРНК 3 GcAuGAGAuuGcuGuuAuGTsT cAuAAcAGcAAUCUcAUGCTsT
siРНК 4 AcAcuuAGccuGuGAuGAATsT UUcAUcAcAGGCuAAGUGUTsT
siРНК 5 cucAAGGAGcAAGuAuuuATsT uAAAuACUUGCUCCUUGAGTsT
siРНК 6 ccGGGAuGAGAuuGuAAAATsT UUUuAcAAUCUcAUCCCGGTsT
siРНК 7 cAAcuAcAAGGuuAAuuuATsT uAAAUuAACCUUGuAGUUGTsT
Контрольная siРНК cuUaCgCuGaGuAcUuCgATsT UCgAaGuAcUcAgCgUaAgTsT
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колу производителя. В качестве контрольной
siРНК использовали siРНК к гену люциферазы
светлячка (табл. 1). Суммарную РНК выделяли че-
рез 24 ч после трансфекции, эффективность инги-
бирования анализировали методом ОТ-ПЦР.

Анализ транскрипции генов. Суммарную РНК
из органов мыши или клеток AML12 выделяли с
помощью реагента Trizol® (Invitrogen, США) по
методике производителя. Далее ~1 мкг суммар-

ной РНК обрабатывали ДНКазой I (Thermo Sci-
entific, США) по методике производителя для
удаления остатков геномной ДНК и проводили
реакцию обратной транскрипции с использова-
нием набора реагентов Maxima First Strand cDNA
Synthesis Kit (Thermo Scientific, США). Реакцион-
ную смесь разбавляли в 3 раза водой и проводили
реакцию амплификации в режиме реального вре-
мени (ОТ-ПЦР) с использованием набора реа-

Рис. 2. (а) – Cхема расположения синтезированных siРНК относительно экзонов мРНК ганкирина мыши; (б, в) – мо-
дель участков мРНК ганкирина мыши (NM_016883.4) с отмеченными местами связывания siРНК и обозначением ве-
роятности образования/стабильности элементов вторичной структуры (цветная шкала): (б) – участок 200–700 нт,
(в) – участок 1000–1300 нт мРНК ганкирина мыши.
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гентов PowerUp SYBR Green Master Mix (Applied
Biosystems, США) по методике производителя
(0.3 мкМ смеси праймеров, 0.2 мкг кДНК). Для
амплификации мРНК ганкирина использовали
праймеры, последовательности которых представ-
лены в табл. 2 (дизайн праймеров проведен в рам-
ках данной работы); количество целевой РНК
нормировали по мРНК Gapdh. Продукты реак-
ции анализировали методом гель-электрофореза
в 1%-ном агарозном геле в ТАЕ-буфере (40 мМ
Трис-ацетат, 1 мМ ЭДТА, pH 7.6).

Предсказание вторичной структуры мРНК
ганкирина. Для определения возможной вторич-
ной структуры мРНК ганкирина (NM_001164177.1,
NM_016883.4 NCBI) использовали программу
ViennaRNA (http://rna.tbi.univie.ac.at/), которая
позволяет предсказывать вторичные структуры
РНК, обладающие минимальной свободной энер-
гией, и учитывать вероятности образования пар
оснований для РНК.

Получение липидных частиц, содержащих siРНК.
Формулирование siРНК (табл. 1) в липидные на-
ночастицы проводили путем смешивания вод-
ного раствора (10 мМ цитратный буфер, pH 3.0)
0.4 мг/мл siРНК со спиртовым раствором смеси
липидов в микрофлюидном картридже на прибо-
ре The NanoAssemblr™ Benchtop (Precision Nanosys-
tems, США). Липидная смесь содержала следующие
компоненты: ионизируемый липидоид C12-200,
дистеароилфосфатидилхолин (DSPC) (Avanti Polar
Lipids, США), холестерин (Sigma-Aldrich, США),
С14-PEG-2000 (Avanti Polar Lipids, США) в моляр-
ном соотношении (%) 50 : 10 : 38.5 : 1.5. Количе-
ство липидов на единицу siРНК рассчитывали из
массового соотношения siРНК к ионизируемому
липидоиду C12-200 – 1 : 5. Для формирования ча-
стиц требуемого размера водную и спиртовую фа-
зы смешивали в соотношении 3 : 1 по объему с об-
щей скоростью смешивания 10 мл/мин. После
смешения фаз полученную водно-спиртовую сус-
пензию частиц диализовали в 500 объемах фосфат-
но-солевого буфера (pH 7.4, 12 ч, комнатная тем-
пература). После диализа частицы фильтровали в
стерильных условиях через фильтр с мембраной из
PES 0.22 мкм (Merck, США) и хранили при 4°С.

После фильтрации качество полученных ча-
стиц анализировали по двум параметрам: загрузка
siРНК и размер частиц (80–90 ± 5) нм (Zetasizer
Nano ZSP, Malvern Panalitycal, США). Концен-
трацию загруженной в липидные наночастицы
siРНК определяли по разнице значений уровня
флуоресцентного сигнала при окрашивании реа-
гентом RiboGreen (Thermo Fischer Scientific, США)
суспензии частиц до их разрушения и после.

Рис. 3. Эффективность ингибирования мРНК ганкирина в гепатоцитах мышей линии BALB/C при инъекции липид-
ных частиц с siРНК 3 и 4. Контрол. siРНК – siРНК к мРНК люциферазы светлячка; PBS – инъекция буфера PBS внут-
ривенно (200 мкл). * p < 0.05; ** p < 0.01; *** p < 0.001.
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Таблица 2. Последовательности праймеров для ОТ-ПЦР

Праймер Нуклеотидная последовательность 
(5′ → 3′)

Gank-F TTGAAGGAGCGCATTTTGGC

Gank-R AGCGGAGGCAGCAATATGAA

Gapdh-F TGCACCACCAACTGCTTAGC

Gapdh-R GGCATGGACTGTGGTCATGAG
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Для разрушения частиц использовали детергент
Triton X-100 (Sigma-Aldrich, США).

Определение эффективности siРНК in vivo. Для
оценки эффективности синтезированных siРНК
in vivo мышам линии BALB/C (самки, n = 48, воз-
раст 7–8 недель, 17–20 г, питомник “Столбовая”,
Москва, Россия) внутривенно вводили липидные
частицы, содержащие siРНК 3 и 4, либо частицы
с контрольной siРНК, синтезированные по опи-
санной выше методике.

До проведения эксперимента мышей взвеши-
вали, рассчитывали необходимый для введения
объем раствора siРНК, загруженной в липидные
наночастицы. Препараты вводили в хвостовую
вену в дозах siРНК 0.05, 0.2, 0.5, 1 и 2 мг/кг (три
мыши в группе). В качестве дополнительной кон-
трольной группы использовали животных, кото-
рым вводили 200 мкл раствора PBS внутривенно
(три мыши в группе). Через 72 ч после введения
животных наркотизировали с помощью 2%-ного
изофлурана и извлекали печень. Кусочки печени
(~30–50 мг) помещали в жидкий азот, после чего
выделяли суммарную РНК реагентом Trizol® (In-
vitrogen, США) по методике производителя и ана-
лизировали уровень снижения мРНК ганкирина
методом ОТ-ПЦР.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В рамках данной работы нами были проведены

дизайн, синтез и валидация siРНК для подавления
экспрессии ганкирина in vitro и in vivo. Согласно
результатам моделирования вторичной структуры
мРНК ганкирина мыши, наиболее эффективные
siРНК комплементарны фрагментам мРНК, фор-
мирующим одновременно одно- и двуцепочеч-
ные участки. Полученные siРНК могут быть ис-
пользованы для изучения роли ганкирина в раз-
витии ряда онкологических и метаболических
заболеваний в моделях на животных.
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Работа выполнена при поддержке Российского фон-
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Design and Validation of siRNA Targeting Gankyrin in the Murine Liver
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Despite recent success in the treatment of hepatocellular carcinoma and other liver cancers, development of
new therapeutic approaches remains an unmet medical need. Application of nucleic acids therapeutics allows
prolong suppressing of undruggable targets. Nucleic acids therapeutics can be used either independently or
in combination with small molecules and antibodies. Here we performed design, synthesis and validation of
siRNAs targeting gankyrin mRNA in vitro and in vivo. As gankyrin upregulation in hepatocellular carcinoma
causes increased hepatocytes proliferation, gankyrin is a promising therapeutic target. We have shown that
the most effective miRNAs are complementary to mRNA fragments that form both single-and double-stranded
regions as predicted by modeling of gankyrin mRNA secondary structure. The most efficient siRNAs were
formulated in lipid nanoparticles and showed downregulation of gankyrin mRNA in the murine liver for more
than 90% after a single injection 0.2 mg/kg. Selected siRNAs can be used to study the role of gankyrin in the
development of liver cancer and metabolic diseases in murine models.

Keywords: small interfering RNAs, liver, gankyrin, RNA interference
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Нековалентные ДНК-белковые взаимодействия лежат в основе жизнедеятельности клеток. Кова-
лентные связи между ДНК и белком, возникающие при воздействии различных эндогенных и эк-
зогенных факторов, а также химиотерапевтических агентов, как правило, нарушают нормальное
функционирование ДНК-связывающих белков. Олигодезоксирибонуклеотиды с реакционноспо-
собной группировкой используются как инструменты для подтверждения элементов структуры и
механизмов действия таких белков. Для фиксации белка MutS, являющегося сенсором системы
MMR (система репарации “мисматчей”, mismatch repair system) из Escherichia coli, через остаток ци-
стеина предложено использовать ДНК с 2′-дезокси-2′-[3-(2-пиридилдитио)пропионамидо]группой
в составе нуклеозида в заданном положении олигомерной цепи и с двумя флуорофорами. Дуплекс
представляет собой набор комплементарных олигонуклеотидов с разрывами в “верхней” и “ниж-
ней” цепях. Это позволяет варьировать место введения реакционноспособной группировки, синте-
зируя только центральный фрагмент ДНК минимальной длины. Конъюгат MutS c ДНК был по-
лучен реакцией тиол-дисульфидного обмена с количественным выходом и очищен от непрореа-
гировавшей ДНК с использованием эксклюзионной хроматографии. Методом флуоресцентного
резонансного переноса энергии показано, что белок MutS в составе конъюгата сохраняет способ-
ность изменять свою конформацию и конформацию ДНК, что свидетельствует о сохранении его
активности.

Ключевые слова: реакционноспособные ДНК, ковалентная фиксация белков на ДНК, тиол-дисульфидный
обмен, репарация неканонических пар нуклеотидов, MutS
DOI: 10.31857/S0132342321020202

ВВЕДЕНИЕ

Метод ковалентного связывания (“кросслин-
кинг”) белков с ДНК позволяет зафиксировать
комплекс, образующийся в результате взаимодей-
ствия биомолекул, а также изучить особенности
его формирования, локализацию белков на ДНК

и расположение всех компонентов комплекса
относительно друг друга и ДНК. Данный подход
предусматривает следующие этапы исследования:
1) конструирование модельной системы, состоя-
щей из белка и нуклеиновой кислоты, содержащих
реакционноспособные группировки, и позволяю-
щей с высоким выходом получить конъюгат белка
с ДНК-лигандом; 2) выделение конъюгата в го-
могенном состоянии; 3) проверка функциональ-
ной активности белка в составе конъюгата.

Для ковалентного связывания компонентов бел-
ково-нуклеинового комплекса предложено множе-
ство реакционноспособных группировок, разли-
чающихся по природе образующейся химической
связи, скорости и эффективности ее формирова-
ния [1–8].

Сокращения: FRET – флуоресцентный резонансный пе-
ренос энергии; МАНТ-ADP – 2′/3′-O-(N-метилантранило-
ил)аденозин-5′-дифосфат; MMR – система репарации
“мисматчей” в ДНК (mismatch repair system); PDB – база
данных Protein Data Bank; U – остаток 2′-дезокси-2′-[3-(2-
пиридилдитио)пропионамидо]уридина. Префикс “d” (дез-
окси) при обозначении олигодезоксирибонуклеотидов и
ДНК-дуплексов опущен.

# Автор для связи (тел.: +7 (495) 939-31-48; эл. почта:
monakhovamv@gmail.com).

УДК 577.113.4:577.323.23
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Мы сосредоточили свои усилия на разработ-
ке методов “кросслинкинга” белков с ДНК, ос-
нованных на реакции тиол-дисульфидного об-
мена [9–16]. В данной работе продолжено изучение
свойств ДНК, содержащих 2′-дезокси-2′-[3-(2-пи-
ридилдитио)пропионамидо]группу в составе нук-
леозида в заданном положении цепи. Эта группи-
ровка позволяет зондировать электростатические
контакты белка с углеводофосфатным остовом
ДНК. Она успешно использовалась при изучении
свойств фактора транскрипции NF-κВ [14] и ни-
кующей эндонуклеазы BspD6I [15]. В данной ра-
боте мы поставили задачу выделить ковалентно
связанный комплекс белка с ДНК, содержащей
2′-дезокси-2′-[3-(2-пиридилдитио)пропионамидо]-
группу, и выяснить, сохраняет ли он свою функци-
ональную активность в составе конъюгата.

В качестве модели для изучения свойств разра-
батываемых нами ДНК-реагентов хорошо зареко-
мендовал себя белок MutS из системы репарации
неканонических пар нуклеотидов или “мисмат-
чей” (MMR) Escherichia coli. MutS представляет
собой сенсор, сканирующий ДНК в поисках
“мисматча”. В присутствии ADP MutS узнает и
связывает “мисматч”-содержащую ДНК, образуя
с ней стабильный “начальный” комплекс. Связы-
вание MutS приводит к изгибу линейной ДНК на
60° в случае пары G/T. Известно, что большин-
ство контактов белка MutS с ДНК являются элек-
тростатическими, и аминокислотные остатки в
районе “мисматча” сближены именно с углеводо-
фосфатным остовом [17–21].

В присутствии ATP происходит формирова-
ние “окончательного” комплекса, в котором MutS
переходит в конформацию “скользящий зажим”,
что сопровождается уходом белка от некомпле-
ментарной пары и распрямлением ДНК [22–24].
Описанные конформационные переходы ДНК в

комплексе с MutS можно наблюдать по измене-
нию сигнала флуоресцентного резонансного пе-
реноса энергии [9, 25, 26] (рис. 1).

Ранее нами уже были получены и выделены
конъюгаты MutS с ДНК и показана возможность
проверки функциональной активности зафикси-
рованного белка [9, 16]. В первом случае конъюга-
ты представляли собой мутантные формы MutS,
“сшитые” с 3′-концевой [3-(3-гидроксипропил-
дитио)пропил]фосфатной группой, что являлось
определенным ограничением для последующих
исследований взаимодействия MutS с другими
белковыми партнерами. Во втором случае моди-
фикация в ДНК вводилась по С5-атому тимиди-
на, содержащему гексаметиленовый линкер. В
зависимости от модифицирующего агента в рабо-
те были синтезированы ДНК, содержащие пири-
дилдитиогруппу на различном расстоянии от ДНК
(18–50 Å). Однако такие ДНК-реагенты не позво-
ляют реализовать “сшивку нулевой длины”, т.е.
фиксировать контакты белка на более близком
(~10 Å) расстоянии от ДНК.

Использование пиридилдитиогруппы, вклю-
ченной в 2′-положение нуклеотида, дает возмож-
ность синтезировать ДНК-реагент без разрыва в
месте модификации и получить конъюгат MutS–
ДНК на коротком линкере (~7 Å). 17-Звенный оли-
годезоксирибонуклеотид, несущий 2′-дезокси-2′-
[3-(2-пиридилдитио)пропионамидо]группу, яв-
лялся фрагментом дуплекса (I), составленного из
четырех комплементарных олигонуклеотидов,
два из которых содержат флуорофоры (рис. 2).
Такой ДНК-дуплекс может работать как “кон-
структор”, аналогично предложенному нами ра-
нее в работе Perevozchikova et al. [25]. Дизайн
дуплекса позволяет менять только один олигонук-
леотид с реакционноспособной группой, если нуж-

Рис. 1. Конформационные переходы ДНК в комплексе с белком MutS (по данным Putnam [22]).

“Мисматч”
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ДНК

FRET

Alexa-594
(акцептор)
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MutS в конформации “скользящий зажим”
в “окончательном” комплексе с ДНК
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но варьировать положение модификации относи-
тельно “мисматча” и флуоресцентных меток.

В представленной работе подобраны оптималь-
ные условия ковалентного связывания мутантных
форм MutS из E. coli – MutS(A469C/Δ801–853) и
MutS(N497С/Δ801–853) – с ДНК. Оптимизирован
метод эксклюзионной хроматографии, позволив-
ший выделить конъюгат MutS–ДНК. Основыва-
ясь на изменении интенсивности сигнала FRET,
мы показали, что зафиксированный на ДНК бе-
лок MutS является функционально активным:
находясь в составе конъюгата, он способен изме-
нять конформацию ДНК в присутствии ATP.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Конструирование модельных реакционноспособ-
ных фрагментов ДНК. В качестве базового ДНК-
лиганда был использован 45-звенный дуплекс (II)
(рис. 2), представляющий собой фрагмент после-
довательности плазмиды pUC-MMR, который
хорошо себя зарекомендовал в экспериментах по
исследованию инициации репарации “мисмат-
чей” ДНК с помощью белков MutS, MutL и MutH
in vitro [27]. Этот дуплекс в центральной позиции
содержит G/T-пару, которая является одним из
повреждений, наиболее эффективно узнаваемых
и репарируемых системой MMR [28].

Предложенный ДНК-дуплекс имеет важную
особенность: он содержит в своем составе FRET-
пару, состоящую из флуорофоров Alexa-488 (до-
нор, максимумы λпогл/λисп = 495/519 нм) и Alexa-
594 (акцептор, максимумы λпогл/λисп = 590/617 нм).
Эти флуорофоры присоединены к С5-атому остат-
ка тимидина через гексаметиленовые линкеры и
находятся в разных цепях ДНК-дуплекса на

расстоянии 12 п.н. от “мисматча”. В работе
Cristóvão et al. [17] было показано, что такие мо-
дифицированные гетероциклические основания
в составе ДНК не являются субстратами системы
репарации ММR и могут быть использованы в
качестве флуоресцентных меток. Ранее нами бы-
ло продемонстрировано, что FRET-пара в составе
дуплекса (II) позволяет следить за изменением
его пространственной структуры [25].

Для получения 45-звенного ДНК-дуплекса (II)
мы использовали гибридизацию на олигонуклео-
тиде-матрице (“верхняя” цепь), содержащем оста-
ток G в “мисматче” и флуорофор Alexa-594, трех
олигонуклеотидов (“нижняя” цепь): 13-мера с
Alexa-488, 17-мера с остатком Т в “мисматче” и
15-мера. Предложенная конструкция дуплекса
позволяет варьировать структуру как 15-, так и
17-мера, вводя в заданную позицию модифициро-
ванное звено с пиридилдисульфидной группой, не
меняя олигонуклеотид-матрицу и сохраняя опти-
мальное расположение FRET-пары (например,
дуплекс (I), рис. 2). Наличие разрывов в цепи
ДНК не влияет на характер связывания MutS с
ДНК-лигандом, содержащим некомплементар-
ную пару [17, 25].

Следующим этапом работы был выбор места
введения пиридилдисульфидной группировки в
17-звенный фрагмент “нижней” цепи 45-звенно-
го дуплекса. Ранее для “кросслинкинга” белка с
дисульфид-содержащей ДНК нами были успеш-
но использованы мутантные формы MutS, со-
держащие остаток Cys в положениях А469 или
N497, локализованных в составе домена “зажим”.
Эти аминокислотные остатки эффективно взаи-
модействовали с ДНК, несущими дисульфидную
группировку, присоединенную к 3′-концу седь-

Рис. 2. Модифицированные ДНК-дуплексы, использованные в данной работе. U – 2′-дезокси-2′-[3-(2-пиридил-
дитио)пропионамидо]уридин.
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мого нуклеотида в 3′-направлении от остатка Т
“мисматча” (положение –7) [16].

В базе данных Protein Data Bank (PDB) найдены
10 структур комплексов MutS с ДНК [20, 29–32]
(табл. 1). Анализ трех кристаллических струк-
тур MutS в комплексе с дуплексом, содержащим
“мисматч” (PDB: 1W7A, 10H7, 1E3M), а также
данных литературы [20, 30] показал, что А469 или
N497 сближены с нуклеотидами не только в поло-
жении –7, но и в пятом положении в 5′- или 3′-на-
правлении от Т “мисматча” (положения +5 и –5),
независимо от молекулы кофактора, а также дли-

ны дуплекса (табл. 2, рис. 3). Мы рассчитали рас-
стояния (Å) от первого атома углерода (СВ) боко-
вой цепи А469 и N497 до атома С2′ нуклеотидов в
5′- или 3′-направлении от Т “мисматча” (табл. 2).
При замене А469 и N497 на Cys и введении в нук-
леотид модифицированной группировки рассто-
яние между реагирующими группами может сокра-
титься до 3–4 Å. Такое расстояние должно обеспе-
чить возможность протекания химической реакции
между MutS и 2-пиридилдисульфидной группой в
2′-положении углеводного фрагмента ДНК.

Таблица 1. Кристаллические структуры MutS с ДНК*

* Все структуры получены для MutS из Escherichia coli (штамм K12) P23909. Кристаллизовали один и тот же полноразмерный
белок длиной 800 а.о. Полужирным шрифтом выделены неканонические пары в ДНК-дуплексах.

ДНК-лиганд
(5′–3′)
(3′–5′)

Кофакторы Разрешение, Å Код PDB Ссылка

AGCTGCCAGGCACCAGTGTCAGCGTCCTAT
TCGACGGTTCGTGGTCACAGTCGCAGGATA

ATP, Mg2+ 2.27 1W7A [29]

AGCTGCCAAGCACCAGTGTCAGCGTCCTAT
TCGACGGTACGTGGTCACAGTCGCAGGATA

ADP, Mg2+ 2.40 1OH6 [20]

AGCTGCCAGGCACCAGTG
TCGACGGTTCGTGGTCA

ADP, Mg2+ 2.10 1WB9 [30]

AGCTGCCAGGCACCAGTG
TCGACGGTTCGTGGTCA

ADP, Mg2+ 2.50 1WBB [30]

AGCTGCCAGGCACCAGTGTCAGCGTCCTAT
TCGACGGTTCGTGGTCACAGTCGCAGGATA

ADP, Mg2+ 2.20 1E3M [31]

AGCTGCCACGCACCAGTGTCAGCGTCCTAT
TCGACGGTACGTGGTCACAGTCGCAGGATA

ADP, Mg2+ 2.90 1OH5 [20]

AGCTGCCAGGCACCAGTGTCAGCGTCCTAT
TCGACGGTGCGTGGTCACAGTCGCAGGATA

ADP, Mg2+ 2.50 1OH7 [20]

AGCTGCCA-GGCACCAGTGTCAGCGTCCTAT
TCGACGGTTCCGTGGTCACAGTCGCAGGATA

ADP, Mg2+ 2.90 1OH8 [20]

AGCTGCCAGGCACCAGTG
TCGACGGTTCGTGGTCA

ADP, Mg2+ 2.40 1WBD [20]

AGCTGCCAGGCACCAGTGTCA
TCGACGGTTCGTGGTCACAGT

ADP, Mg2+ 3.10 3ZLJ [32]

Рис. 3. Контакты углеводного фрагмента и фосфатного остатка нуклеотидов в положениях –7, –5 и +5 ДНК-дуплекса
с субъединицами А и Б гомодимера MutS в белково-нуклеиновом комплексе (PDB: 1WB9).
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Для проверки этого предположения была скон-
струирована серия 17-звенных ДНК-дуплексов
(рис. 2). ДНК-дуплекс (III) входит в состав пред-
ложенной нами 45-звенной системы. Последова-
тельность в дуплексах (IV) и (V) соответствует по-
следовательности фрагмента дуплекса, использо-
вавшегося при кристаллизации комплекса MutS
с ДНК [31]. В этих дуплексах единственный
остаток U введен в 5-ю позицию с одной или
другой стороны от Т “мисматча”. Поскольку
контакты MutS с ДНК (кроме области “мисмат-
ча”) носят неспецифический характер, мы по-
считали возможным заменить в “нижней” цепи
остаток А (5-й с 3′-конца от “мисматча”) на U. В
качестве контроля синтезирован модифициро-
ванный дуплекс (VI), который является анало-
гом дуплекса (III), но не содержит “мисматч”.
Белок MutS, отвечающий за узнавание “мисмат-
ча”, должен взаимодействовать с таким дуплек-
сом менее эффективно по сравнению с остальны-
ми. Для получения дуплексов (III–VI) 2′-дисуль-
фидсодержащие 17-звенные олигонуклеотиды,
синтезированные по методике Metelev et al. [15],
гибридизовали с комплементарными матрицами.

Характеристика мутантных форм белка MutS с
единичным остатком цистеина. Для создания бел-
ков MutS, содержащих единственный остаток Cys
(SC, Single Cys), мы использовали вариант белка
MutS – CFMutS(Δ801–853), который не имеет
остатков Cys (Сys Free), а также не содержит
53 С-концевые аминокислоты, практически не
важные для процесса репарации “мисматчей” [33],
но участвующие в тетрамеризации MutS [31]. В ре-
акциях ковалентного связывания MutS с модифи-
цированными ДНК, требующих высокой концен-
трации биомолекул, олигомеризация белка нежела-
тельна. Ранее было доказано, что CFMutS(Δ801–
853) имеет то же сродство к ДНК с G/T-парой, что

и белок дикого типа (WTMutS) [34]. Далее для
белка CFMutS и мутантных форм, полученных на
его основе, обозначение (Δ801–853) опущено. В
качестве контроля в данной работе использовали
полноразмерный WTMutS, содержащий шесть
остатков Cys на мономер белка.

Генетические конструкции для экспрессии му-
тантных форм SCMutS(A469C) и SCMutS(N497C)
были получены ранее сайт-направленным мута-
генезом [16]. Белки выделяли, как описано в ра-
ботах Heinze et al. [16] и Feng et al. [35]. Характери-
стика их свойств в сравнении с WTMutS и CF-
MutS приведена ниже. Далее по тексту
аббревиатура SC опускается. Согласно имеющимся
данным [16, 25, 36], при связывании белка MutS с
ДНК даже канонического строения происходит
ускорение обмена ADP (вплоть до 10-кратного) в
АТРазных доменах гомодимера WTMutS. Сравни-
тельную характеристику мутантных форм по этому
признаку выполняли с использованием флуорес-
центного аналога ADP – 2′/3′-O-(N-метилантрани-
лоил)аденозин-5′-дифосфата (МАНТ-ADP) – в от-
сутствие и в присутствии 30-звенного дуплекса
(VII) 5′-CAAGCCTATGCCCTCAGCACCCAGG-
GTGCC-3′/3′-GTTCGGATACGGGAGTCGTG-
GGTCCCACGG-5′, не содержащего “мисматч”
(концентрация 500 нМ).

В отсутствие ДНК в реакционной смеси значе-
ния констант скорости высвобождения МАНТ-
ADP оказались сходными (в пределах погрешно-
сти) для всех вариантов MutS (0.007–0.012 с–1)
(табл. 3). В присутствии ДНК для WTMutS, CFMutS
и MutS(A469C) получены близкие значения koff
(0.043–0.049 с–1). Таким образом, обмен МАНТ-
ADP на ADP в АТРазных доменах этих вариантов
MutS в присутствии ДНК в условиях наших экс-
периментов происходил в 4–6 раз быстрее по

Таблица 2. Рассчитанные расстояния от атома CB боковой цепи А469 и N497 до атома С2ꞌ  нуклеотида в струк-
турах комплексов MutS–ДНК*

* Рассматривались структуры комплексов с кодами PDB: 1WB9 (первая строка для каждого из рассматриваемых нуклеотидов),
1E3M – вторая строка, 1W7A – третья строка.
** Указано положение нуклеотида относительно Т “мисматча” (со знаком минус – в 3′-направлении, со знаком плюс –
в 5′-направлении).

Положение 
нуклеотида**

Расстояние, Å
А469 N497

субъединица А субъединица Б субъединица А субъединица Б
–7 19.29

19.18
19.30

8.51
9.92
9.71

9.05
8.29
8.14

22.22
22.55
22.61

–5 9.54
9.62
9.61

15.44
15.25
15.23

13.19
13.39
13.40

17.96
17.89
17.98

+5 22.43
22.54
22.37

28.05
27.90
27.83

30.27
30.55
30.51

8.56
8.54
8.48
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сравнению с реакционной смесью в отсутствие
ДНК. Для MutS(N497C) наблюдалось не столь
эффективное ускорение обмена ADP в АТРазных
доменах – в 2.3 раза (табл. 3), что может быть свя-
зано либо с меньшим сродством рассматривае-
мой мутантной формы MutS к ДНК, либо с неко-
торым нарушением взаимной регуляции АТРаз-
ных и ДНК-связывающего доменов в этом белке.

Для характеристики функциональных свойств
полученных мутантных форм белков была иссле-
дована способность MutS(A469C), MutS(N497C)
и CFMutS активировать гидролиз суперскру-
ченной (сс) плазмиды pUC-MMR, содержащей
неканоническую G/T-пару и последовательность
5′-GATC-3′/3′-CTm6AG-5′, эндонуклеазой MutH
в присутствии белка MutL (рис. 4). Об активности
MutH судили по образованию ДНК с разрывом
только в одной из цепей (оц – одноцепочечный
разрыв). Реакционные смеси анализировали в ага-
розном геле, содержавшем бромид этидия. Оце-
нивали увеличение в ходе реакции интенсивно-
сти зоны, соответствующей плазмиде с одноце-
почечным разрывом.

В наших экспериментах уже за 5 мин наблю-
дался практически полный переход ДНК-суб-
страта с G/T-“мисматчем” в ДНК с одноцепочеч-
ным разрывом в присутствии CFMutS (рис. 4).
Эффективность гидролиза ДНК эндонуклеазой
MutH в присутствии MutS(A469C) и MutS(N497C)
в пределах ошибки близка к таковой для CFMutS.
Интересно, что мутантная форма MutS(N497C),
характеризующаяся пониженной способностью к
обмену ADP в присутствии ДНК, активировала
последующие этапы репарации.

Таким образом, мутантные формы MutS, со-
держащие единственный остаток Cys на мономер
в положениях 469 и 497, сохраняют основные
биохимические свойства белка MutS и в дальней-
шем могут использоваться для структурно-функ-
циональных исследований системы MMR.

Взаимодействие мутантных форм MutS с 17-звен-
ными ДНК-дуплексами с 2'-пиридилдисульфидной
группировкой. Схема реакции между гомодимером
мутантной формы MutS, содержащим единствен-
ный остаток Cys на мономер, и ДНК с одним остат-
ком 2′-дезокси-2′-[3-(2-пиридилдитио)пропиона-
мидо]уридина представлена на рис. 5.

45-Звенный дуплекс (I), предложенный нами
для последующих экспериментов, содержит в сво-
ем составе 17-звенный дуплекс (III) с реакцион-
носпособной группировкой. Поэтому взаимо-
действие именно дуплекса (III) с мутантными
формами MutS было охарактеризовано нами в
первую очередь. В экспериментах использовали
белок MutS(А469С), т.к. он проявлял наибольшее
сходство с белком дикого типа. Более того, оста-
ток 469 субъединицы А гомодимера MutS нахо-
дится также на расстоянии <10 Å от положения
‒5 G/T-содержащего дуплекса, использованного
в РСА (рис. 3, табл. 2).

Ковалентное связывание мутантной формы
MutS(А469С) с 5′-32Р-меченным ДНК-дуплек-
сом (III) проводили в буфере, содержавшем 1 мМ
ADP, в течение 30 мин при 37°С. Для достижения
максимального выхода конъюгата использовали
5-кратный избыток ДНК по отношению к белку.
Как видно из изображений геля, окрашенного
раствором кумасси G250, и его радиоавтографа

Таблица 3. Эффективность обмена МАНТ-ADP на ADP в АТРазных доменах различных форм MutS

* Приведены средние значения трех экспериментов ± s.d.

Белок

Скорость высвобождения МАНТ-ADP
из комплекса с белком MutS, koff, с–1* Ускорение обмена ADP в MutS 

в присутствии ДНК,
koff (+ДНК)/koff (–ДНК)в отсутствие дуплекса (VII),

koff (–ДНК)
в присутствии дуплекса (VII),

koff (+ДНК)

WTMutS 0.012 ± 0.001 0.043 ± 0.002 3.6
CFMutS 0.008 ± 0.002 0.047 ± 0.001 5.6
MutS(A469C) 0.011 ± 0.005 0.049 ± 0.007 4.3
MutS(N497C) 0.007 ± 0.003 0.015 ± 0.003 2.3

Рис. 4. Анализ продуктов гидролиза белком MutH
плазмиды pUC-MMR, содержащей неканоническую
пару G/T и монометилированную последователь-
ность 5′-GATC-3′/3′-CTm6AG-5′, в присутствии MutL
и мутантных форм MutS методом электрофореза в
1%-ном агарозном геле с бромидом этидия. Верхние
зоны соответствуют ДНК с разрывом только в одной
из цепей (оц), а нижние – суперскрученной плазмиде
(сс). М – маркер длины ДНК GeneRuler™ 1 kb.

N497СA469СMutS:

оц

сс

0 1 5 10 0 1 5 10 0 1 5 10

т.п.н.
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(рис. 6), кроме зоны, соответствующей белку (мо-
лекулярная масса ~90 кДа), наблюдалась допол-
нительная зона с большей молекулярной массой
(MutS × ДНК). В этой зоне обнаруживалась ра-
диоактивность, что подтверждало наличие в ней
ДНК и позволяло считать эту зону продуктом
“кросслинкинга”. Из двух остатков Cys гомоди-
меров мутантных форм MutS только один спосо-
бен образовывать ковалентную связь с реакцион-
носпособной ДНК. Таким образом, 100%-ному
выходу конъюгатов мутантных форм MutS с мо-
дифицированными ДНК в расчете на белок соот-
ветствует 50%-ная модификация этих белков.
Выход конъюгата MutS(А469С) с ДНК-дуплек-
сом (III) составлял >80%, т.к. >40% белка находи-
лось в составе зоны, соответствующей конъюгату
(рис. 6a, дорожка 3). Кроме зоны, соответствую-
щей конъюгату MutS(А469С) с ДНК-дуплексом,
наблюдалась зона с очень низкой подвижностью
в 8%-ном SDS-ПААГ (>200 кДа), соответствую-
щая димеру MutS (MutS × MutS). Образованию
белок-белковой сшивки через дисульфидный мо-

стик в данном случае способствует сближение
остатков Cys в гомодимере мутантной формы
MutS(А469С). При добавлении 10 мМ DTT в реак-
ционную смесь зоны, соответствующие конъюгату
и димеру белка, исчезают (рис. 6, дорожки 4), что
подтверждает наличие в них дисульфидной связи.

Для оценки специфичности предложенного
ДНК-реагента было изучено взаимодействие дуп-
лексов (IV)–(VI), содержащих единичный остаток
2′-дезокси-2′-[3-(2-пиридилдитио)пропионами-
до]уридина, с белками CFMutS, MutS(A469C) и
MutS(N497C). В качестве примера на рис. 7 при-
ведены результаты анализа реакционных смесей
для дуплекса (IV) и различных форм белка MutS.
CFMutS, не содержащий остатков Cys, как и ожи-
далось, не образовывал ковалентный комплекс
ни с одним ДНК-дуплексом (рис. 7a). Эффектив-
ность образования ковалентно связанного ком-
плекса при оценке по белку для всех дуплексов и
мутантных форм MutS(A469C) и MutS(N497C) со-
ставляла 60–100%. Тем не менее наблюдались
различия в эффективности образования конъ-

Рис. 5. Схема реакции тиол-дисульфидного обмена между остатком цистеина MutS и 2′-дезокси-2′-[3-(2-пиридил-
дитио)пропионамидо]уридином в составе ДНК-дуплекса.
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Рис. 6. Анализ продуктов ковалентного связывания мутантной формы MutS(А469С) и дуплекса (III) методом электро-
фореза в 8%-ном SDS-ПААГ. (а) – Фотография геля, окрашенного раствором кумасси G250; (б) – радиоавтограф геля.
Дорожка 1 – препарат MutS(А469С) с 10 мМ DTT (а); дорожка 2 – препарат дуплекса (III); дорожки 3 и 4 – реакцион-
ные смеси в буфере А, не содержащем и содержащем 10 мМ DTT соответственно. М – маркер молекулярной массы
PageRuler™ (10–200 кДа).
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югатов для MutS(N497C) и MutS(A469C) с дуп-
лексами (III)–(VI). Например, по данным РСА,
реакционноспособная группировка ДНК-дуплек-
са (V) должна быть сближена с остатком 497 из субъ-
единицы Б MutS (табл. 2, рис. 3). Образование
конъюгата этого ДНК-дуплекса с мутантной фор-
мой MutS(N497C) происходило с максимальной
эффективностью (90–100% по белку) и менее эф-
фективно – с мутантной формой MutS(A469C)
(60–70% по белку) (рис. 7). В условиях наших
экспериментов образование ковалентного ком-
плекса с ДНК-дуплексом (VI) канонического
строения также происходило с высоким выхо-
дом (до 60% в расчете на белок). Ранее такой
факт наблюдался в случае фактора транскрипции
NF-κВ и никующей эндонуклеазы BspD6I, кото-
рые имеют высокое сродство к неспецифической
ДНК [14, 15]. Этим же свойством обладает белок
MutS [31, 33, 34]. Возможно, остатки Cys мутант-
ных форм MutS сближаются с реакционноспо-
собной группировкой ДНК в процессе поиска
“мисматча” и успевают образовать с ней кова-
лентную связь. В случае MutS при взаимодей-
ствии с ДНК-дуплексом (VI) на геле наблюдают-
ся несколько зон, соответствующих конъюгатам.
Это связано с тем, что 17-звенный дуплекс кано-
нического строения более устойчив по сравнению с
“мисматч”-содержащим и не полностью денатури-
рует в условиях гель-электрофореза. Наблюдаемые
продукты, по-видимому, соответствуют конъюга-
там MutS с одной цепью и ДНК-дуплексом. Вме-
сте с тем кинетический анализ реакции “крос-
слинкинга” MutS(A469C) с ДНК-реагентами, со-
держащими 3′-концевую пиридилдисульфидную
группу, показал в 4 раза большую скорость образо-
вания конъюгата с “мисматч”-содержащим дуп-
лексом по сравнению с каноническим [16]. В то же
время гомодимер WTMutS, имеющий в своем
составе 12 остатков Cys, не формировал конъюга-

ты с дуплексами (III)–(VI), содержащими 2′-пири-
дилдисульфидное звено.

В совокупности представленные в данной рабо-
те и описанные нами ранее результаты [9, 14–16]
подтверждают, что для образования ковалентной
связи необходимо непосредственное сближение
Cys с описываемой реакционноспособной груп-
пировкой – либо в процессе сканирования ДНК,
либо при образовании специфического ДНК-бел-
кового комплекса.

“Кросслинкинг” 45-звенного дуплекса (I) с
MutS(A469C) и выделение ДНК-белкового конъ-
югата. Выбранный и оптимизированный нами ме-
тод ковалентного присоединения мутантных форм
MutS к 17-звенным дуплексам оказался очень эф-
фективным. Мы использовали его для получения
конъюгата 45-звенного дуплекса (I), содержащего
FRET-пару, с MutS(A469C), а также для выделе-
ния полученного комплекса и проверки функцио-
нальной активности его белкового компонента.

В составе ДНК-дуплекса (I) присутствуют до-
вольно короткие ДНК-фрагменты. Наиболее ко-
роткие из них – 15-звенный и 13-звенный, содер-
жащий Alexa-488 – имеют расчетную температу-
ру плавления ~44.5°С (рассчитана в программе
OligoAnalyzer, см. “Эксперим. часть”). По резуль-
татам гель-электрофореза в неденатурирующих
условиях наблюдалась частичная диссоциация
этих коротких дуплексов. Было подобрано мо-
лярное соотношение олигонуклеотидов, содер-
жащих флуорофоры, при котором наблюдалась
максимальная эффективность FRET, и при этом
избыток 13-звенного или 15-звенного олиго-
нуклеотида был минимален (45-мер : 13-мер =
= 45-мер : 15-мер = 1.0 : 1.1). Поскольку в дан-
ной работе измерялись относительные измене-
ния флуоресценции, незначительный избыток
однотяжевых ДНК, присутствовавший во всех
экспериментах в равном количестве, не влиял

Рис. 7. Взаимодействие WTMutS и мутантных форм CFMutS, MutS(A469C), MutS(N497C) с 32P-меченными ДНК-
дуплексами (IV)–(VI), содержащими единичный остаток 2′-дезокси-2′-[3-(2-пиридилдитио)пропионамидо]уридина.
Радиоавтограф (а) и фотография (б) 8%-ного SDS-ПААГ, окрашенного раствором кумасси G250. Дорожки 1–3 – ре-
акционные смеси, содержащие CFMutS, MutS(A469C), MutS(N497C) и дуплекс (IV) соответственно; дорожка 4 – пре-
парат WTMutS; дорожки 5 и 6 – реакционные смеси, содержащие WTMutS и дуплекс (V) или (VI) соответственно;
дорожка 7 – препарат MutS(A469C); дорожки 8 и 9 –реакционные смеси, содержащие MutS(A469C) и дуплекс (V) или
(VI) соответственно. М – маркер молекулярной массы PageRuler™ (10–200 кДа).
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на общую тенденцию. Образование дуплекса (I)
контролировали методом гель-электрофореза в не-
денатурирующих условиях, как описано в работе
Ede et al. [37]. Для повышения стабильности
ДНК-дуплексов их формировали и хранили в при-
сутствии 5 мМ MgCl2. Кроме того, эксперименты
выполняли при температуре 20°С.

“Кросслинкинг” проводили в буфере А (см.
“Эксперим. часть”), содержавшем 1 мМ ADP,
5 мкМ ДНК-дуплекс (I) и 1 мкМ MutS(A469C).
Выход продукта был близок к количественному
(рис. 8). Для выделения конъюгата MutS(A469C)
c дуплексом (I) использовали эксклюзионную
хроматографию с условиями разделения, описан-
ными ранее [16]. Отметим, что выделение конъ-
югатов MutS с протяженным дуплексом, имею-
щим составную “нижнюю” цепь и флуорофоры в
разных цепях, методом эксклюзионной хромато-

графии выполнено впервые. Наличие флуорофо-
ров в составе этого дуплекса позволяет эффектив-
но контролировать разделение компонентов и
оценивать стабильность ДНК в процессе очист-
ки. За ходом разделения следили не только при
260 и 280 нм, но и при 480 нм (поглощение Alexa-
488) и 590 нм (поглощение Alexa-594). На рис. 8а
приведен пример хроматограммы разделения ком-
понентов реакции между MutS(A469C) и дуплек-
сом (I).

Для определения состава фракций использо-
вали соотношение A260/A280. Время удерживания (tR)
конъюгата MutS(A469C) с дуплексом (I) с массой
~200 кДа составляло ~22.5 мин (A260/A280 = 1.4).
Время удерживания ДНК-дуплекса (I) (с мас-
сой ~30 кДа) составляло ~28 мин (A260/A280 = 1.9).

Рис. 8. Выделение конъюгата MutS(A469C) c дуплексом (I) методом эксклюзионной ВЭЖХ на колонке с сорбентом
Superdex200 TM. (а) – Хроматограммы смеси, содержащей ДНК-белковый конъюгат. Детектировали оптическую
плотность раствора при 260, 280, 490 и 590 нм; (б) – электрофоретический анализ фракций, полученных в результате
эксклюзионной хроматографии конъюгата в градиентном 4–20%-ном SDS-ПААГ. Дорожки 1–4 соответствуют вре-
менам удерживания 22.0–23.5 мин. М – маркер молекулярной массы PageRuler™ (10–200 кДа). Гель окрашивали рас-
твором солей серебра.
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На хроматограмме наблюдался небольшой пик
(на рис. 8а он обозначен звездочкой) с tR ≈ 36 мин
и увеличенным поглощением в области 488 нм.
По его поглощению можно предположить, что он
соответствует 13-звенному ДНК-фрагменту, со-
держащему флуорофор Alexa-488, т.к. значение
A260/A280 для него составляло 1.8. Как упомина-
лось, этот олигонуклеотид добавляли в незначи-
тельном избытке при составлении ДНК-дуплек-
са, что обеспечивало наиболее эффективное фор-
мирование ДНК-системы (I).

При электрофоретическом анализе образцов
собранных фракций в градиентном 4–20%-ном
SDS-ПААГ (рис. 8б) наблюдалось образование
двух зон, соответствующих конъюгату мономера
MutS(A469C) с дуплексом (I) и свободному белку
в мономерной форме, а также образование зоны
стабильного димера MutS(A469C), обладающего
низкой подвижностью в условиях электрофореза.
Во фракции пика с tR = 22 мин практически не на-
блюдалось примеси димера белка (рис. 8б, дорож-
ка 1), поэтому именно эта фракция была исполь-
зована в дальнейшем для функциональных ис-
следований конъюгата. Таким образом, в ходе
эксклюзионной хроматографии конъюгат MutS c
ДНК был очищен от непрореагировавшей ДНК
(двуцепочечной ДНК и олигонуклеотидов), од-
нако полностью отделить его от непрореагиро-
вавшего белка не удалось.

Изменение флуоресцентных свойств дуплекса (I),
ковалентно связанного с MutS(A469C), при добав-
лении АТР. В следующей серии экспериментов мы
использовали выделенный конъюгат дуплекса (I) с
MutS(A469C) и контрольный образец – “несши-
тый” комплекс MutS(A469C) с дуплексом (II), ко-
торый аналогичен дуплексу (I), но не содержит
реакционноспособную группировку (рис. 2). Эти
образцы применяли для изучения конформацион-
ных перестроек ДНК при переходе “начального”
комплекса, узнающего “мисматч”, в “оконча-
тельный”, в котором MutS находится в конформа-
ции “скользящий зажим” (рис. 1). Как упомина-
лось выше, в ходе этого процесса, протекающего
в присутствии ATP, происходит разгибание ДНК,
что сопровождается значительным уменьшением
эффективности переноса энергии между флуоро-
форами в дуплексах (I) и (II).

Для регистрации образования “начального”
комплекса, узнающего некомплементарную па-
ру, записывали спектры испускания при возбуж-
дении Alexa-488 и определяли значения анизо-
тропии обоих флуорофоров. В условиях кон-
трольного эксперимента вся ДНК была связана с
белком MutS(A469C): соотношение концентра-
ций дуплекса (II) и MutS(A469C) составляло 1 : 10
в расчете на мономер белка.

Для количественной интерпретации измене-
ний, наблюдавшихся в спектрах флуоресценции,
использовали отношение Δ(Fmax/Red), где Fmax –

максимум интенсивности флуоресценции акцеп-
тора при возбуждении донора флуоресценции, а
Red – максимум флуоресценции донора в услови-
ях его возбуждения; Δ указывает на изменение ве-
личины Fmax/Red в ходе связывания MutS с ДНК.
При расчетах вычитали значения Fmax/Red после
связывания с MutS из значений Fmax/Red для рас-
твора ДНК-дуплекса. Значение Δ(Fmax/Red) ниве-
лирует эффект разведения реакционной смеси,
что неизбежно в ходе эксперимента, и позволяет
говорить об изменении эффективности переноса
энергии между донором и акцептором флуорес-
ценции во FRET-паре. Поскольку Δ(Fmax/Red) яв-
ляется отношением двух значений интенсивно-
сти флуоресценции, эта величина не имеет раз-
мерности.

Из спектров флуоресценции (рис. 9, образцы 1)
следует, что для конъюгата MutS(A469C) с дуп-
лексом (I) и не связанного ковалентно комплекса
МutS(A469C) с дуплексом (II) наблюдался эф-
фективный перенос энергии между флуорофора-
ми. Значение Δ(Fmax/Red) составляло ~0.13 для
дуплексов (I) и (II), что свидетельствует о нали-
чии в растворах “начального” комплекса, узнаю-
щего “мисматч” (где ДНК изогнута на 60°) [31].
После добавления 1 мМ АТР к этим комплексам
наблюдалось значительное уменьшение эффек-
тивности переноса энергии, что видно по измене-
нию спектра флуоресценции (рис. 9, образцы 2).
Значения Δ(Fmax/Red) изменились до 0.012. Такое
изменение эффективности переноса энергии, по-
видимому, свидетельствует об исчезновении изги-
ба ДНК, характерного для “начального” комплек-
са. “Скользящий зажим” MutS, формирующийся
после добавления АТP, сразу диссоциирует, и
ДНК-белковый комплекс разрушается (за ис-
ключением ДНК-фрагментов с заблокирован-
ными концами [26]). Именно поэтому в случае
комплекса MutS(A469C) с дуплексом (II) значе-
ния анизотропии уменьшались с 0.3 до 0.15:
Δr(Alexa-594) = 0.15 (рис. 9). Однако в случае
“сшитого” комплекса наблюдалось практиче-
ски полное отсутствие изменения анизотропии
Alexa-594: Δr(Alexa-594) = 0.01. Добавление в ре-
акционную смесь восстановителя (10 мМ DTT)
приводило к разрушению конъюгата (данные не
приведены). Значения анизотропии флуорофоров
для такого препарата, равные r(Alexa-488) = 0.06 и
r(Alexa-594) = 0.15, свидетельствуют о наличии в
растворе свободного ДНК-дуплекса. Полученные
результаты показывают, что ковалентная cвязь
между ДНК и Cys469 в домене “зажим” белка MutS
не препятствует изменению конформации белка и
его переходу в “скользящий зажим” при связыва-
нии ATP. В дальнейшем важно понять, возможны
ли в конъюгате MutS–ДНК другие конформаци-
онные перестройки белка, например, изменение
положения “мисматч”-связывающего [38, 39] и



БИООРГАНИЧЕСКАЯ ХИМИЯ  том 47  № 2  2021

ДНК С 2-ПИРИДИЛДИТИОГРУППОЙ ПРИ С2'-АТОМЕ 245

“коннекторного” доменов [40], а также взаимо-
действие MutS с белком MutL [40–42].

Полученные результаты согласуются с предше-
ствующими данными. В работе Monakhova et al. [9]
ДНК содержала пиридилдисульфидную группу в
5-м положении Т, а конъюгат MutS–ДНК выде-
ляли методом анионообменной хроматографии
(препарат не содержал примеси белка). Наблюда-
емые нами эффекты не противоречат общепри-
нятой модели: в присутствии АТP происходят
конформационные изменения в MutS и “вы-
прямление” ДНК в белково-нуклеиновом ком-
плексе [24].

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Реактивы. N-сукцинимидил-3-(2-пиридилди-

тио)пропионат, наборы белков-маркеров моле-
кулярной массы PageRuler™ (10–200 кДа), набор
ДНК-маркеров GeneRuler™ 1 kb (250–10000 п.н.),
раствор PageBlue™ на основе кумасси G250, АDP,
АТP (Thermo Fisher Scientific, США); трео-2,3-

дигидрокси-1,4-димеркаптобутан (1,4-дитиотре-
ит, DTT); γ-32P-АТP с удельной радиоактивно-
стью 1000 Кюри/моль и концентрацией 2 мкМ
(ИМБ РАН, Россия); МАНТ-ADP – 2′/3′-O-(N-
метилантранилоил)аденозин-5′-дифосфат (BIO-
LOG Life Science Institute, Германия).

Ферменты и белки. Т4 полинуклеотидкиназа
(Thermo Fisher Scientific, США). MutS и мутантные
варианты получены согласно методикам, опубли-
кованным ранее [16, 35].

Плазмидная ДНК (pUC-MMR), содержащая
G/T-пару и участок узнавания MutH, описана и по-
лучена согласно методике, опубликованной ра-
нее [27].

Олигодезоксирибонуклеотиды 5′-GTCATCCTC-
GTAlexa594CTCAGGCACCCTGGGTGCTGAGGG-
CATAGGCTTG-3′ и 5′-CAAGCCTATAlexa488GCCC-3′
синтезированы компанией Eurogentec (Бельгия).
Флуорофоры Alexa-488 и Alexa-594 присоедине-
ны по С5-атому тимидина через 2-(6-аминогек-
силкарбамоил)виниловый линкер. Олигодезок-

Рис. 9. Анализ конформационных перестроек ДНК при образовании “окончательного” узнающего комплекса мето-
дами, основанными на измерениях интенсивности и анизотропии флуоресценции. На верхних панелях представлены
спектры испускания (в диапазоне 500–800 нм) при возбуждении Alexa-488; нижние панели – диаграммы, демонстри-
рующие изменение анизотропии флуорофора Alexa-594 в ходе эксперимента; 1 – конъюгат MutS(A469C) с дуплексом (I) и
не связанный ковалентно комплекс МutS(A469C) с дуплексом (II); 2 – те же образцы после добавления ATP (1 мМ).
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сирибонуклеотиды с включениями 2′-дезокси-2′-
аминоуридина получали по стандартному прото-
колу амидофосфитного олигонуклеотидного
синтеза на автоматическом синтезаторе ABI 380B
(Applied Biosystems, США) с использованием
5′-O-диметокситритил-2′-трифторацетамидо-2′-
дезокси-3′-(N,N-диизопропиламидо)цианэтил-
фосфита уридина (ChemGenes, США). Немоди-
фицированные олигодезоксирибонуклеотиды
синтезированы ЗАО “Евроген” (Россия).

Синтез олигодезоксирибонуклеотидов с единич-
ным 2′-дисульфид-содержащим уридиновым зве-
ном. Исходными соединениями для получения
2-пиридилдисульфид-содержащих олигонуклео-
тидов служили синтетические олигонуклеотиды с
единичным 2′-амино-2′-дезоксиуридиновым зве-
ном. Модификацию проводили согласно методике,
опубликованной ранее [15]. Процент превраще-
ния исходного соединения в целевой 2-пиридил-
дисульфид-содержащий олигонуклеотид оцени-
вали методом ВЭЖХ в ион-парном варианте или
методом электрофореза в 20%-ном ПААГ, содер-
жавшем 7 М мочевину.

Конструирование флуоресцентно- и 32P-мечен-
ных ДНК-дуплексов. 32Р-метку в олигонуклеоти-
ды вводили с помощью полинуклеотидкиназы Т4
(10 ед. акт.) и [γ-32P]ATP (200 нМ) в 10 мкл буфера
с 50 мМ Трис-HCl (pH 7.6), 10 мМ MgCl2, 5 мМ
DTT, 100 мкМ спермидина в течение 30 мин при
37°С. Непрореагировавший [γ-32P]ATP удаляли из
смеси, используя электрофорез в 20%-ном ПААГ,
содержавшем 7 М мочевину, с последующим из-
влечением олигонуклеотида из геля. Растворы
ДНК-дуплексов готовили смешиванием эквимо-
лярных количеств комплементарных олигонук-
леотидов. При приготовлении составных ДНК-
дуплексов использовали 10%-ный избыток 13- и
15-звенных олигонуклеотидов по отношению к
45-звенной ДНК-матрице. Смесь нагревали до
80°С и медленно охлаждали до комнатной темпе-
ратуры. В раствор флуоресцентно-меченных
ДНК-дуплексов добавляли MgCl2 до концентра-
ции 5 мМ для повышения стабильности ДНК-дуп-
лексов. Готовые ДНК-дуплексы хранили при 4°С.

Кинетика обмена ADP в АТРазных доменах бел-
ка MutS и его мутантных форм. Обмен ADP на
ATP в АТРазных доменах белка MutS изучали с
использованием МАНТ-ADP. Кинетику измене-
ния интенсивности флуоресценции регистриро-
вали на спектрофлуориметре Varian Cary Eclipse
(США). Измерения проводили при комнатной
температуре в кварцевой кювете (Hellma, Герма-
ния). Реакционная смесь представляла собой бу-
фер А (25 мМ HEPES (pH 7.5), 125 мМ KCl, 5 мМ
MgCl2) с 0.05% (v/v) Tween-20 и 500 нМ МАНТ-
ADP, а также содержала (или не содержала) ДНК-
дуплекс (VII) (концентрация 500 нМ). Добавляли
MutS (или мутантную форму белка) в концентра-
ции 500 нМ (в расчете на мономер). Зависимость

интенсивности флуоресценции от времени изме-
ряли при λвозб. = 355 нм и λисп. = 448 нм и напря-
жении детектора 600 В. После записи начального
участка спектра (белок, связанный с МАНТ-
ADP) в кювету добавляли ADP до концентрации
1 мМ, быстро перемешивали и продолжали за-
пись спектра до выхода на плато. Суммарный
объем смеси составлял 75 мкл. Измерения повто-
ряли не менее трех раз.

Кривые обрабатывали с помощью програм-
мы GraphPad Prism® 5 (http://www.graphpad.com).
Экспоненциальные участки аппроксимировали
согласно уравнению, соответствующему кинети-
ческой схеме процесса:

Во всех случаях коэффициент корреляции со-
ставлял >0.98.

Активация начальных этапов репарации “мисмат-
чей” в ДНК. Процесс репарации, включая этап гид-
ролиза “дочерней” цепи ДНК, наблюдали in vitro с
использованием рекомбинантных белков MutS
(дикого типа или описанных в данной работе му-
тантных форм), MutL и MutH. Для этого раствор
pUC-MMR (25 нМ) инкубировали с MutS (400 нМ
в расчете на мономер белка), а затем добавляли
равный объем смеси белков MutL (400 нМ в рас-
чете на мономер белка) и MutH (100 нМ), пред-
варительно выдержанных с 1 мМ ATP при 0°С.
Реакцию проводили в 20 мкл в буфере А при 37°С.
В интервале 1–10 мин отбирали аликвоты по
5 мкл, к которым добавляли 5 мкл раствора, со-
державшего 250 мМ EDTA, 50% глицерина и 0.1%
красителя бромфенолового синего. Реакционные
смеси анализировали методом электрофореза в
1%-ном агарозном геле, содержавшем бромид
этидия. Фотографии гелей, полученные при об-
лучении УФ-светом, обрабатывали с помощью
программы GelAnalyser 2010A (http://www.gelan-
alyzer.com). Измеряли интенсивность зон, соот-
ветствующих ДНК с одноцепочечным разрывом.

Ковалентное связывание белка MutS с реакци-
онноспособными ДНК-лигандами. “Кросслинкинг”
мутантных форм MutS с различными модифици-
рованными ДНК-дуплексами (I), (III)–(VI) про-
водили в буфере А, содержавшем 1 мМ АDP. Кон-
центрация мутантной формы MutS в расчете на
мономер составляла 1 мкМ, концентрация ДНК-
дуплекса – 5 мкМ. Продукты реакции разделяли
в 6%-ном или 8%-ном денатурирующем SDS-
ПААГ с 4%-ным концентрирующим слоем. При
проведении реакций c 32P-меченными фрагмен-
тами ДНК гель после электрофореза высушивали
и закладывали в кассету BAS Сassette2 2340 с
экраном, чувствительным к β-излучению. Элек-
трофореграммы получали с помощью прибора
FLA-3000 (FujiFilm, Япония). Затем гель помеща-
ли в воду и окрашивали раствором кумасси G250
для визуализации белка. Выход конъюгата опре-

( )0 .kt
tI I I e I−

∞ ∞= − +
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деляли денситометрически с использованием фо-
тографий гелей, окрашенных раствором кумасси
G250. Рассчитывали интенсивность зоны геля,
соответствующей конъюгату, по отношению к
суммарной интенсивности зон, содержащих бе-
лок в дорожке. Этот метод не позволяет получить
точные данные о количестве вещества в той или
иной зоне геля (ошибка ~10%), однако дает воз-
можность проследить общую тенденцию.

Выделение ДНК-белковых конъюгатов методом
эксклюзионной хроматографии. Конъюгаты мутант-
ных форм MutS(A469C) и MutS(N497C) с 2-пири-
дилдисульфид-содержащим ДНК-дуплексом (I)
выделяли с использованием системы для ВЭЖХ
Elite LaChrom VWR-Hitachi L-2455 (Япония). Пе-
ред нанесением на колонку препарат конъюгата
центрифугировали 15 мин при 12000 об./мин. Ис-
пользовали хроматографическую колонку разме-
рами 10 × 300 мм с сорбентом Superdex200 TM
(GE Healthcare Life Sciences, США). Колонку урав-
новешивали буфером Б (10 мМ HEPES (pH 7.9),
1 мМ EDTA, 200 мМ KCl, 10% (v/v) глицерина),
который затем служил элюентом. Объем наноси-
мого на колонку препарата составлял 100 мкл,
расход элюента – 0.5 мл/мин. За ходом разделе-
ния следили по поглощению при 260, 280, 490 и
590 нм. Рассчитывали значения A260/A280 для элю-
ата. При элюции белка с колонки соотношение
A260/A280 составляло 0.7, при элюции конъюгата –
1.4, при элюции ДНК – 1.9. Концентрацию белка
во фракциях определяли на приборе NanoDrop
ND-1000 (PeqLab, США). Гомогенность конъ-
югата анализировали в 6%-ном SDS-ПААГ. Гель
окрашивали раствором кумасси G250 или раство-
ром солей серебра с использованием набора The
PageSilver™ (Thermo Fisher Scientific, США). Рас-
твор очищенного конъюгата хранили при 0°С.
Все эксперименты с конъюгатом проводили в те-
чение 4 ч после выделения, т.к. далее активность
белка значительно уменьшалась.

Измерение анизотропии и сигнала FRET в конъюга-
те MutS–ДНК. Раствор конюгата MutS(A469C)–
ДНК (50 нМ) в 100 мкл буфера А с 0.05% (v/v)
Tween-20 помещали в кварцевую кювету и изме-
ряли сигнал флуоресценции и анизотропию для
двух флуорофоров – Alexa-488 (донор) и Alexa-
594 (акцептор) – на спектрофлуориметре Fluoro-
Max-4 (Horiba, Япония) при комнатной темпера-
туре. Затем к раствору добавляли ATP до конеч-
ной концентрации 1 мМ, инкубировали 5 мин
при комнатной температуре и проводили измере-
ния повторно. В контрольном эксперименте из-
меряли интенсивность флуоресценции не зафик-
сированного ковалентно комплекса MutS–ДНК.
Концентрации белка и ДНК в этом случае состав-
ляли 20 и 200 нМ соответственно. Флуорофоры воз-
буждали при длинах волн 470 и 575 нм (Alexa-488 и
Alexa-594 соответственно). При записи спектров
флуоресценции излучение детектировали в диапа-
зоне длин волн 490–800 или 595–800 нм для доно-

ра и акцептора соответственно. Максимальное
значение интенсивности флуоресценции измеряли
при 535 нм для Alexa-488 и 620 нм для Alexa-594.
Для измерения FRET препарат облучали светом с
длиной волны 470 нм, детектировали испускание
флуоресценции в диапазоне 500–800 нм (при 525 нм
наблюдался максимум испускания Alexa-488, при
625 нм – максимум испускания Alexa-594, Fmax).
Также образец возбуждали при 575 нм и детекти-
ровали испускание флуоресценции Alexa-594 в
диапазоне 600–800 нм (для вычисления значе-
ния Red, интенсивности испускания Alexa-594
при 625 нм). В ходе экспериментов вычисляли
Δ(Fmax/Red).

Расстояние от аминокислоты до ДНК (от перво-
го углеродного атома боковой цепи аминокислот-
ного остатка (CB) до атома С2′ ближайшего нук-
леотида в ДНК) в комплексах MutS–ДНК (PDB:
1W7A, 10H7 и 1E3М) определяли в программе
Jmol [43] с помощью команды “measure”.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Таким образом, на примере двух мутантных

форм MutS нами продемонстрировано, что ДНК-
фрагменты с 2-пиридилдитиогруппой при
С2′-атоме могут быть использованы для фикса-
ции белка MutS через остаток цистеина, сбли-
женный с ДНК. Высокого выхода ДНК-белково-
го конъюгата с последующим его выделением в
количествах, необходимых для дальнейшего ана-
лиза активности MutS, удалось достигнуть благо-
даря следующим факторам: 1) химической при-
роде реакционноспособной группировки, 2) пра-
вильно подобранному месту модификации в
ДНК, 3) дополнительной детекции белково-нук-
леинового конъюгата в ходе эксклюзионной хро-
матографии за счет наличия флуорофоров в ДНК.
Установлено, что MutS в составе конъюгата со-
храняет способность изменять свою конформа-
цию и конформацию ДНК. Таким образом, пред-
ложенный нами дизайн конъюгатов с функцио-
нально активным белковым компонентом может
быть использован для изучения последовательно-
сти и характера перестроек в белково-нуклеино-
вых комплексах.
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DNA with a 2-Pyridyldithio Group at the C2′ Atom – a Promising Tool
for the Crosslinking of the MutS Protein which Keeps Its Functional Activity
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Non-covalent interactions between DNA and proteins are vital for the cells. DNA-protein crosslinking may
occur due to various endogenous and exogenous factors, as well as chemotherapeutic agents, and often affects
the performance of DNA-binding proteins. Oligodeoxyribonucleotides with a reactive group can serve as a
tool to investigate the structure and mechanism of action of DNA-binding proteins. Here, we report the
crosslinking of MutS – the sensor protein of DNA mismatch repair (MMR) in Escherichia coli – via the
protein’s cysteine. For this, we used DNA that harbours a 2′-deoxy-2′-[3-(2-pyridyldithio)propio-
namide] group as part of a nucleoside at a given position, and two f luorophores. The proposed DNA du-
plex consists of complementary oligonucleotides with breaks in the top and bottom strands. This feature al-
lows to introduce the reactive group at different positions. Because of this, it is necessary to synthesise only
the central fragment of the DNA with a minimal length. The MutS–DNA conjugate was obtained by thiol-
disulphide exchange with quantitative yield and separated from the unreacted DNA by size exclusion chroma-
tography. Fluorescence resonance energy transfer was used to show that MutS remained functionally active
within the conjugate, since the protein was able to change its conformation and DNA conformation.

Keywords: reactive DNA, DNA-protein crosslinking, thiol-disulphide exchange, mismatch repair (MMR), MutS
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Проведено исследование структуры и термической стабильности комплексов РНК и ДНК с фос-
форилгуанидиновыми олигонуклеотидами (ФГО), содержащими модифицированные фосфатные
группы, в которых по атому фосфора введены остатки 1,3-диметилимидазолидин-2-имина. Заме-
щение отрицательно заряженного атома кислорода в структуре межнуклеозидного фосфатного
остатка олигодезоксирибонуклеотида электронейтральным остатком тетраалкил-замещенного гуа-
нидина не приводит к значительному изменению конформации ФГО/РНК-дуплекса в сравнении с
нативным ДНК/РНК-комплексом. Вторичная структура типична для А-формы двойной спирали
гибридных комплексов и отличается от таковой РНК/РНК-дуплекса. Введение модификаций при-
водит к снижению термостабильности ФГО/РНК-комплексов в стандартных условиях (1.01 М Na+,
нейтральные значения рН). Величина дестабилизации слабо зависит от нуклеотидного контекста, в
котором находится модификация, и в среднем снижает термостабильность на 1.2°С при модифика-
ции одного остатка фосфорной кислоты. Дуплексы полностью замещенных ФГО с ДНК обладают
термостабильностью, не зависящей от концентрации катионов в растворе, а в случае ФГО/РНК на-
блюдается значимое снижение термостабильности (~6°С) при переходе от стандартных условий к
деионизованной воде (Milli-Q). Для сравнения, нативные дуплексы при таком изменении буфер-
ных условий снижают термостабильность более чем на 40°С. Изменения в термостабильности при
введении модификаций обусловлены изменениями в величинах энтальпии и энтропии комплексо-
образования.

Ключевые слова: аналоги нуклеиновых кислот, модифицированные олигонуклеотиды, фосфорилгуаниди-
новые олигонуклеотиды, термическая стабильность, дуплекс
DOI: 10.31857/S0132342321020159

ВВЕДЕНИЕ

Производные и аналоги нуклеиновых кислот
активно разрабатывают и используют уже более
четырех десятилетий [1–3]. Фосфорилгуаниди-
новые олигонуклеотиды (ФГО) [4, 5] показали се-
бя как перспективные аналоги нуклеиновых кис-
лот в различных областях применения [6–11]. Их
использовали для изучения молекулярно-биоло-
гических процессов [6–8], в качестве сенсорных
элементов биосенсоров [9], а также потенциаль-
ных терапевтических агентов [10, 11]. Широкое
применение ФГО основано на способности фор-
мировать комплексы с комплементарными по-

следовательностями ДНК или РНК. Эффектив-
ность их комплексообразования с ДНК нами бы-
ла исследована ранее [12, 13]. Было установлено,
что термостабильность модифицированных дуп-
лексов зависит от таких факторов, как число мо-
дификаций, нуклеотидная последовательность,
ионная сила раствора. В случае полностью моди-
фицированной цепи гибридизационные свойства
ФГО практически не зависят от ионной силы рас-
твора. Было показано, что не происходит измене-
ния вторичной структуры как олигодезоксирибо-
нуклеотида, так и его комплекса даже при полной
модификации всех фосфатных остатков в дуплексе.
С использованием методов молекулярного моде-
лирования мы показали, что главным движущим
фактором, вызывающим изменения в эффектив-
ности комплексообразования ФГО, является из-
менение сольватации модифицированного фос-
фатного остатка [13]. Для комплексов ФГО/РНК
ранее не было проведено исследований, направ-
ленных на изучение влияния ФГ-групп на эф-

Сокращения: DMI – остаток N,N,N ',N ′-замещенного гуа-
нидина (1,3-диметилимидазолидин-2-имина); ESI – иони-
зация распылением в электрическом поле; БЛМ – бислой-
ная липидная мембрана; ФГ – фосфорилгуанидин; ФГО –
фосфорилгуанидиновый олигонуклеотид.

# Автор для связи: (тел.: +7 (383) 363-51-35; эл. почта:
lomzov@niboch.nsc.ru; pyshnyi@niboch.nsc.ru).
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фективность формирования дуплексных струк-
тур с РНК.

В данной работе методом спектроскопии кру-
гового дихроизма проведена сравнительная ха-
рактеризация комплексов фосфорилгуанидино-
вых олигонуклеотидов с РНК. Показано, что струк-
тура А-формы двойной спирали не изменяется
даже при полной модификации олигодезоксири-
бонуклеотидов. Установлено эффективное фор-
мирование комплексов ФГО с РНК. Методом
термической денатурации с оптической регистра-
цией сигнала показано, что влияние модификации
на термическую стабильность дуплексов слабо за-
висит от нуклеотидной последовательности. Введе-
ние модификаций в структуру дуплекса приводит к
снижению зависимости его термостабильности от
ионной силы раствора. В отличие от полностью мо-
дифицированного ФГО-дуплекса с ДНК, для ком-
плексов с РНК наблюдается заметное снижение
термостабильности при понижении ионной силы
раствора. Изменения в величинах термодинами-
ческих параметров имеют как энтропийный, так
и энтальпийный вклад.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Модельная система. Проведенные ранее иссле-
дования показали зависимость термической ста-
бильности комплексов ФГО с ДНК от количества
модификаций и нуклеотидной последовательно-
сти, в которую они введены. Поэтому для иссле-
дований был выбран набор из одного нативного и
13 модифицированных олигонуклеотидов с оди-
наковой нуклеотидной последовательностью, со-

держащих модифицированные фосфатные груп-
пы, в которых по атому фосфора введен остаток
N,N,N′,N′-замещенного гуанидина (1,3-диметили-
мидазолидин-2-имина, DMI). Рассматривали их
взаимодействие с комплементарными последова-
тельностями ДНК и РНК. Нуклеотидные после-
довательности использованных в работе олиго-
меров представлены в табл. 1.

Характеризация вторичной структуры комплек-
сов ФГО с РНК и ДНК. Исследование влияние
DMI-модификаций на структуру комплексов ФГО
с ДНК (dM) и РНК (rM) методом спектроскопии
кругового дихроизма проводили с использовани-
ем нативных (N или rN) и полностью модифици-
рованного (N9) олигонуклеотидов. Регистриро-
вали спектры отдельных олигонуклеотидов и их
смесей при температурах 15 и 95°С в стандартных
условиях (1 М NaCl, 10 мМ какодилат натрия,
нейтральные значения рН). КД-спектры смеси
олигонуклеотидов при высокой температуре сов-
падали с суммой спектров отдельных олигонук-
леотидов (данные не приведены). Это свидетель-
ствует об отсутствии взаимодействия олигонук-
леотидов при 95°С.

При низкой температуре амплитуды полос КД-
спектров как смеси олигонуклеотидов, так и от-
дельных олигомеров существенно увеличиваются
(рис. 1). В случае суммы спектров отдельных оли-
гомеров N и N9 с РНК (rM) наблюдается увеличе-
ние амплитуды как положительной (максимум
~270 нм), так и отрицательной полосы (минимум
~245 нм) в 1.5–2 раза. Для двух цепей РНК наблю-
дается более существенное увеличение амплиту-
ды сигнала КД – в 3 раза. Спектры смеси олиго-

Рис. 1. Спектры кругового дихроизма смеси олигонуклеотидов (rM/N, rM/N9, rM/rN) и сумма спектров одноцепочеч-
ных олигонуклеотидов (rM + N, rM + N9, rM + rN) при 15 и 95°С.
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нуклеотидов обладают более высокой амплиту-
дой сигнала, нежели сумма спектров олигомеров
при низкой температуре. Для комплексов ДНК и
ФГО амплитуда положительной полосы в 2.5 раза
больше, а для РНК/РНК – на ~1/4 больше. Это
свидетельствует об образовании межмолекуляр-
ных комплексов. Спектры КД всех комплексов
при низкой температуре характерны для А-фор-
мы двойной спирали [14, 15]. Наблюдается поло-
жительная полоса с максимумом в районе 260 нм,
отрицательная полоса существенно меньшей ам-
плитуды в районе 240 нм и отрицательная полоса
высокой интенсивности в районе 210 нм. Форми-
рование двойной спирали ДНК/РНК-гибридами,
с конформацией, типичной для А-формы, хорошо
известно [13, 14]. Спектры РНК-комплексов на-
тивного (rM/N) и модифицированного (rM/N9)
олигонуклеотидов близки между собой при 15 и
95°С. Небольшое отличие наблюдается только в
области длин волн <250 нм, где свой вклад может
вносить ФГ-группировка [12, 13, 16]. Такое сов-
падение говорит о близости вторичных структур
нативных и модифицированных ДНК/РНК-дуп-
лексов. Спектры РНК/РНК характерны для се-
мейства А-форм и отличаются от ДНК/РНК как
при низких, так и при высоких значениях темпе-
ратур. В спектрах ДНК/РНК гибридных ком-
плексов rM/N и rM/N9 наблюдается “плечо” в
области 270–280 нм, которое в случае РНК/РНК-
комплекса rM/rN существенно менее выражено.
Это свидетельствует скорее о нуклеотидной при-
роде данных особенностей КД-спектров, а не о
существовании смеси А- и B-форм для гибрид-
ных комплексов. Для строгого доказательства
данного утверждения необходимы дополнитель-
ные исследования.

Ранее мы показали, что в случае как одноцепо-
чечных ФГО, так и их комплексов с ДНК значи-
мых изменений В-формы двойной спирали при
введении модификации не происходит [12, 13, 16].
Таким образом, при формировании комплек-
сов полностью замещенных ФГО с нуклеиновы-
ми кислотами происходит формирование дуплек-
сов, конформация которых близка к A-форме двой-
ной спирали немодифицированных комплексов.

Гибридизационные свойств ФГО в стандартных
условиях. Первичную характеризацию термоста-
бильности комплексов производных нуклеино-
вых кислот проводили в стандартных условиях
(1 М NaCl, буфер с нейтральным значением рН).
Это связано с необходимостью экранировать от-
рицательный заряд остатков фосфорной кислоты
нативных олигомеров с помощью катионов. При
таких условиях наблюдается максимальная тер-
мостабильность межмолекулярных комплексов
нуклеиновых кислот. Мы исследовали термоста-
бильность ДНК/РНК- и ФГО/РНК-дуплексов де-
камеров, несущих различное число модификаций
в различных положениях (табл. 1), в стандартных

условиях методом термической денатурации с оп-
тической регистрацией сигнала. Значения термо-
динамических параметров, определенных в соот-
ветствии с моделью двух состояний, приведены в
табл. 1. Термическая стабильность модифициро-
ванных ДНК/РНК- и ДНК/ДНК-дуплексов ни-
же, чем нативного дуплекса, и зависит от числа
модификаций в цепи и их положения. Максималь-
ное снижение термостабильности наблюдается для
полностью модифицированного дуплекса и состав-
ляет 11.7 и 10.2°С, а в терминах свободной энер-
гии Гиббса (при 37°С, ) – по 2.6 ккал/моль
для ДНК/РНК- и ДНК/ДНК-дуплексов соот-
ветственно. В зависимости от нуклеотидного
контекста наблюдается незначительная вариация
термостабильности. Например, для ФГО/РНК-
комплексов, содержащих пять модификаций в
различных положениях (олигомеры N51–N57),
температура плавления находится в пределах 46.3–
47.1°С. Эта разница в 2 раза выше величины экс-
периментальной ошибки, что свидетельствует о
достоверности наблюдаемой зависимости от нук-
леотидного состава. В случае ДНК/ДНК-дуплексов
вариации в термостабильности несколько выше
(48.3–55.9°С). Температура плавления комплек-
сов и свободная энергия Гиббса комплексообра-
зования линейно зависят от числа модификаций
для обоих типов дуплексов (рис. 2). В среднем
уменьшение термостабильности в расчете на одну
модификацию происходит на (–1.2 ± 0.1)°С и
(+0.28 ± 0.16) ккал/моль в ДНК/РНК-дуплексах, а
также на (–1.0 ± 0.4)°С и (+0.22 ± 0.13) ккал/моль
в ДНК/ДНК-аналогах. Ранее определенные ве-
личины для полностью замещенных окта-, дека-
и додекамеров показывали увеличение  на
0.26–0.40 ккал/моль для ФГО/ДНК-дуплексов [13].

В обоих типах комплексов введение модифи-
каций приводит к изменению как энтропии, так и
энтальпии гибридизации. При этом незначитель-
но превалирует изменение энтальпийного вкла-
да, что коррелирует с полученными ранее данны-
ми для ДНК/ДНК-дуплексов различной длины и
GC-состава [13]. Для исследованных дуплексов
не удалось выявить достоверной зависимости де-
стабилизирующего вклада модификации от ди-
нуклеотидного шага, в который она введена. Не-
обходим скрининг большего числа различных
модифицированных олигомеров с увеличенной
представленностью модифицированных динук-
леотидов для статистически достоверного опре-
деления величин энергетических поправок, свя-
занных с введением ФГ-групп.

Полученные результаты показывают, что вве-
дение ФГ-модификаций приводит к снижению
термостабильности их дуплексов и незначитель-
но зависит от нуклеотидного контекста, в кото-
рый помещены модификации. Данный эффект
более выражен в случае гибридных ФГО/РНК-,

37G°Δ

37G°Δ
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чем ФГО/ДНК-дуплексов: разница в снижении
свободной энергии Гиббса от введения каждой
модификации в среднем ниже на 25%. Он обу-
словлен как энтропийным, так и энтальпийным
вкладами, с незначительным превалированием
последнего.

Влияние ионной силы на гибридизационные свой-
ства ФГО. Зачастую использование модифициро-
ванных олигонуклеотидов происходит в буферных
условиях, значительно отличающихся от стандарт-
ных. Например, в биосенсорах на основе структур
“кремний на изоляторе” (КНИ-транзисторы) для
детекции РНК было предложено использовать
деионизованную (Milli-Q) воду [9]. Изучение ра-
боты ферментов проводят в условиях, близких к
физиологическим [6–8]. Мы провели сравни-
тельное исследование термостабильности ком-
плексов ФГО с ДНК и РНК при различных бу-
ферных условиях и определили величины термо-
динамических параметров (ΔH°, ΔS°,  и Tпл).
Анализ величин температур плавления комплек-
сов ФГО с РНК и ДНК показывает, что для каждо-
го из типов условий (вода Milli-Q, 10 мМ, 110 мМ
или 1.01 М Na+) наблюдается близкая к линейной
зависимость температуры плавления от числа мо-
дификаций в цепи (рис. 3). В стандартных усло-
виях термостабильность ФГО-комплексов ниже,
чем нативных. При концентрации ионов натрия
110 мМ модификация сахарофосфатного остова
приводит к слабой дестабилизации комплексов с
РНК, а в случае с ДНК термостабильность прак-
тически не зависит от наличия ФГ-групп. В рас-
творах с более низкой ионной силой нейтрализа-

37G°Δ

ция остова приводит к меньшему отталкиванию
взаимодействующих цепей при комплексообра-
зовании и, как следствие, к увеличению термо-
стабильности ДНК- и РНК-дуплексов с ФГО от-
носительно немодифицированных комплексов.

Термостабильность нативных РНК/ДНК- и
ДНК/ДНК-дуплексов сильно снижается при пе-
реходе от стандартных условий к деионизованной
воде, и падение температур плавления составля-
ет 47.1 и 40.1°С соответственно (рис. 4). Для пол-
ностью модифицированной цепи в комплексе с
ДНК (dM/N9) такое изменение несущественно и
составляет всего 0.8°С. В противоположность
этому олигомер N9 с РНК имеет значимую зави-
симость от ионной силы раствора: термоста-
бильность комплекса с РНК (rM/N9) понижает-
ся на 5.8°С при переходе от стандартных условий
(1.01 М Na+) к деионизованной воде. Общий ана-
лиз показывает, что в случае частично или полно-
стью модифицированной цепи температура плав-
ления ФГО/ДНК-комплекса близка к таковой
при 110 мМ Na+ в растворе (рис. 3 и пересечение
графиков на рис. 4). Комплексы ФГО/РНК также
имеют подобную точку. Ее можно определить пу-
тем экстраполяции кривых зависимости термоста-
бильности от концентрации катионов на рис. 4. В
этом случае точка пересечения зависимостей для
нативного и модифицированного дуплексов ока-
жется в районе 50 мМ Na+.

Анализ величин энтальпии и энтропии ком-
плексообразования показывает, что при 0.11 и
1.01 М Na+ в растворе преобладает изменение пер-
вой из данных компонент при введении модифи-

Рис. 2. Зависимость температуры плавления (а) и свободной энергия Гиббса формирования комплексов (б) нативного
и ФГ-олигонуклеотидов с ДНК (окружности) и РНК (залитые окружности) от числа модификаций в цепи в стандарт-
ных условиях. Концентрация дуплекса 10 мкМ.
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каций в дуплекс. При более низкой ионной си-
ле раствора происходит снижение термостабиль-
ности нативных комплексов, главным образом за
счет увеличения энтропийной составляющей. В
совокупности с уменьшенной или отсутствую-
щей зависимостью термостабильности ФГО-со-
держащих комплексов от ионной силы раствора,
это приводит к тому, что энтропийный вклад ока-
зывается доминирующим. Вместе с тем наблюда-
ются компенсаторные эффекты обоих типов вкла-
дов – линейная зависимость величин изменения
термодинамических параметров гибридизации
при введении модификации при каждой ионной
силе раствора (рис. 5) [17, 18]. Несколько боль-
ший по амплитуде энтальпийный эффект наблю-
дается для ФГО/ДНК-дуплексов (12%), чем для
ФГО/РНК-дуплексов (4%).

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Синтез олигонуклеотидов. Синтез олигонуклео-

тидов проводили на автоматическом синтезаторе
ASM800 (Биосcет, Россия) согласно стандартно-
му протоколу 2-цианэтильного фосфитамидно-
го метода, используя коммерческие дезоксири-
бонуклеозидные мономеры и соответствующие
пористые стекла (Glen Research, США). Олигори-
бонуклеотиды (rM и rN) были любезно предостав-
лены М.И. Мещаниновой (лаборатория химии
РНК, Институт химической биологии и фунда-
ментальной медицины СО РАН). Олигонуклео-
тиды, содержащие ФГ-звенья, синтезированы по
ранее опубликованному протоколу [4, 5] и любез-
но предоставлены ООО “Нооген” (Россия).

Хроматография. Выделение олигонуклеотидов
осуществляли методом офВЭЖХ на хроматогра-
фе Agilent 1200 series (Agilent, США), как описано
ранее [12]. Для элюции использовали колонку

Рис. 3. Зависимость температуры плавления комплексов нативного и ФГ-олигонуклеотидов с РНК (а) и ДНК (б) от
числа модификаций в цепи при различной концентрации ионов натрия. Концентрация дуплекса 10 мкМ.
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Рис. 4. Зависимость температуры плавления ком-
плексов от концентрации ионов натрия в растворе
для комплексов dM/N (синие квадраты), dM/N9 (за-
литые синие квадраты), rM/N (красные окружности)
и rM/N9 (залитые красные окружности).
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(4.6 × 150 мм) с сорбентом Eclipse XDB-C18 (5 мкм)
(Agilent, США) и линейный градиент концентра-
ции ацетонитрила (0–90%) в 0.02 М водном рас-
творе триэтиламмоний ацетата за 30 мин, скорость
потока 1.5 мл/мин. Детекцию интенсивности оп-
тического поглощения осуществляли на длинах
волн 280 и 600 нм (в качестве базовой линии).

Измерение концентрации олигонуклеотидов. Кон-
центрацию олигонуклеотидов определяли спектро-
фотометрическим методом, измеряя оптическое
поглощение водных растворов на спектрофотомет-
ре UV-2100 (Shimadzu, Япония) в диапазоне длин
волн 200–400 нм при комнатной температуре.
Коэффициент молярного поглощения нативных
и модифицированных олигонуклеотидов опреде-
ляли, используя значения коэффициентов моляр-
ного поглощения моно- и динуклеотидов, входя-
щих в состав последовательности [19]. Коэффи-
циенты молярного поглощения на длине волны
260 нм для ДНК и ФГО считали равными [13].

Спектроскопия кругового дихроизма. КД-спек-
тры регистрировали, используя спектрополяри-
метр J-600 (Jasco, Япония) в диапазоне длин волн
от 200–330 нм с разрешением 0.2 нм, шириной
щели 1 нм, временем интегрирования 1 с, скоро-
стью сканирования 50 нм/мин. Пять повторных
измерений были усреднены. Для измерений ис-
пользовали растворы олигонуклеотидов и их ком-
плексов в концентрации 10 мкМ в буфере, содер-
жавшем 10 мМ какодилат натрия (CH3)2AsO2Na

(сокр. CacNa), 1 М NaCl (pH 7.2). Образцы поме-
щали в кварцевую терморегулируемую кювету с
длиной оптического пути 1 см. Температуру об-
разцов регулировали, прокачивая через кювету
носитель жидкостного термостата-циркулятора
LKB 2219 Multiterm II Water Bath (LKB, Швеция).

Термическая денатурация комплексов нуклеино-
вых кислот. Термическую денатурацию олигонук-
леотидных комплексов проводили, используя
спектрофотометр Cary 300 Bio (Varian, Австра-
лия), оснащенный терморегулируемым шести-
секционным кюветодержателем. Термическую
стабильность комплексов определяли в водных рас-
творах одного из следующих составов: 1) деионизо-
ванная вода (Milli-Q, 18 МОм); 2) 10 мМ CacNa,
pH 7.2; 3) 10 мМ CacNa, 100 мМ NaCl, pH 7.2;
4) 10 мМ CacNa, 1 М NaCl, pH 7.2.

Олигонуклеотиды смешивали в эквимолярном
количестве, помещали в буферный раствор (кон-
центрация дуплекса 10 мкМ), после чего осуществ-
ляли нагрев и охлаждение в диапазоне 5–95°С
со скоростью 0.5°С/мин, регистрируя изменение
оптического поглощения растворов на длинах
волн 260, 270 и 300 нм с шагом 0.1°С. Оптическое
поглощение на длине волны 300 нм использовали
в качестве контрольного и вычитали данную “ба-
зовую линию” [20]. Термодинамические парамет-
ры – изменения энтропии (ΔS°), энтальпии (ΔH°)
и свободной энергии Гиббса (при 37°С, )
определяли в соответствии с моделью двух состо-
яний [21–23], используя методы нелинейной ап-
проксимации теоретической кривой к экспери-
ментальным значениям. Температуру плавления
(Tпл) определяли как температуру, при которой
доли одно- и двухцепочечного состояния равны
между собой, и рассчитывали, используя значе-
ния термодинамических параметров. Получен-
ные данные на разных длинах волн и при нагреве/
охлаждении усредняли. Величины ошибки опре-
деления ΔH° и ΔS° не превышали 10%,  – 7%,
Тпл – 0.2°C.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В данной работе впервые проведены изучение

структуры и детальный термодинамический ана-
лиз гибридизационных свойств фосфорилгуани-
диновых олигонуклеотидов с РНК. Показано, что
замещение отрицательно заряженного атома кис-
лорода в структуре межнуклеозидного фосфата
электронейтральным остатком тетраалкил-заме-
щенного гуанидина – 1,3-диметилимидазоли-
дин-2-имина (DMI) – не приводит к изменению
конформации ФГО/ДНК-дуплекса в сравнении с
нативным гибридным ДНК/РНК-аналогом. Вто-
ричная структура типична для А-формы двойной
спирали гибридных комплексов и отличается от
РНК/РНК-дуплекса.

37G°Δ

37G°Δ

Рис. 5. Корреляция изменений энтальпии и энтропии
комплексообразования при введении модификаций
при различных ионных силах раствора для всех ис-
следованных комплексов.
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Введение модификаций приводит к снижению
термостабильности ФГО/РНК-комплексов в стан-
дартных условиях (1.01 М Na+, нейтральные значе-
ния рН). Величина дестабилизации слабо зависит
от нуклеотидного контекста, в котором находит-
ся модификация, и в среднем снижает термоста-
бильность на 1.2°С на один модифицированный
фосфатный остаток. Аналогичная величина для
ДНК составляет 1.0°С. ФГ-олигомеры обладают
менее выраженной зависимостью гибридизаци-
онных свойств от ионной силы раствора, чем их
ДНК-предшественники. Дуплексы полностью за-
мещенных олигомеров с ДНК обладают термо-
стабильностью, не зависящей от наличия и кон-
центрации катионов в растворе. В случае ФГО/
РНК-комплексов наблюдается значимое снижение
термостабильности (~6°С) при переходе от стан-
дартных условий к деионизованной воде (Milli-Q).
Для сравнения, нативные дуплексы при таком
изменении буферных условий снижают термо-
стабильность более чем на 40°С. Изменения в тер-
мостабильности ФГО-дуплексов имеют как эн-
тальпийный, так и энтропийный вклады. Анализ
показывает, что изменения энтальпии гибриди-
зации несколько больше по амплитуде, чем эн-
тропии, несмотря на то, что значимых изменений в
структуре не происходит. Наблюдается общая тен-
денция незначительного изменения термостабиль-
ности комплексов ФГО с нуклеиновыми кислота-
ми при увеличении числа модификаций в цепи в
буферных условиях, близких к физиологическим.

Полученные результаты показывают перспек-
тивность использования частично и полностью
модифицированных фосфорилгуанидиновых оли-
гонуклеотидов в различных приложениях, в том
числе в тех, где существует необходимость мо-
дулирования термостабильности комплексов без
изменения заданной нуклеотидной последователь-
ности.
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A Comparative Study of Hybridization of Phosphoryl Guanidine Oligonucleotides
with DNA and RNA
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The structure and thermodynamic stability of RNA and DNA complexes with phosphoryl guanidine oligo-
nucleotides containing modified phosphate groups, in which 1,3-dimethylimidazolidin-2-imine moiety in-
troduced at the phosphorus atom, were studied. The substitution of negatively charged oxygen in the inter-
nucleoside phosphate by an electrically neutral tetraalkyl-substituted guanidine residue does not lead to a
change in the conformation of the PGO/RNA duplex in comparison with the native DNA/RNA complex.
The secondary structure is typical for the A-form of the double helix of hybrid complexes and differs from
that of the RNA/RNA duplex. The introduction of modifications leads to a decrease in the thermal stability
of the PGO/RNA complexes under standard conditions (1.01 M Na+, neutral pH values). The magnitude of
destabilization weakly depends on the nucleotide sequence and, on average, decreases the thermal stability
by 1.2°C per one modified residue. Duplexes of fully substituted PGO with DNA have thermal stability in-
dependent of the concentration of cations, and in the case of PGO/RNA, a notable decrease of melting tem-
perature (~6°C) is observed when decrease ionic strength from standard conditions to deionized water (milliQ).
In comparison, native duplexes, with the same changes in buffer conditions, reduce the thermal stability by
more than 40 degrees. Changes in thermodynamic stability upon the oligodeoxyribonucleotide modifications
are due to both changes in the values of hybridization enthalpy and entropy.

Keywords: nucleic acid analogs, modified oligonucleotides, phosphorylguanidine oligonucleotides, thermal stability,
duplex
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Впервые получены конъюгаты направляющих РНКазу Р олиго(2'-О-метилрибо)- и олигодезокси-
рибонуклеотидов (EGS-олигонуклеотидов) с олиго(N-метилпирролом). В модельной системе с ис-
пользованием флуоресцентно-меченых химически синтезированных РНК-мишеней, соответству-
ющих фрагментам мРНК генов ftsZ и gyrA Acinetobacter baumannii, продемонстрирована способность
РНКазы Р расщеплять РНК в присутствии направляющих олигонуклеотидов и их конъюгатов с
олиго(N-метилпирролом). Введение одного остатка олиго(N-метилпиррола) на 5'-конец направля-
ющего EGS-олигодезоксирибонуклеотида значительно повышает эффективность гидролиза РНК-
мишени РНКазой Р, а его введение на 5'-конец направляющего EGS-олиго(2'-О-метилрибонуклео-
тида) незначительно уменьшает эффективность гидролиза РНК-мишени РНКазой Р. Показано,
что присоединение олиго(N-метилпиррола) на 5'-конец олигонуклеотидов увеличивает эффектив-
ность их проникновения в клетки бактерий.

Ключевые слова: олиго(2'-О-метилрибонуклеотиды), РНКаза Р, EGS-олигонуклеотиды, олиго(N-метил-
пиррол)
DOI: 10.31857/S0132342321020081

ВВЕДЕНИЕ
Создание принципиально новых антибактери-

альных препаратов является актуальной задачей
современной биоорганической химии, молеку-
лярной биологии и фундаментальной медицины.
В настоящее время до конца не решенными оста-
ются проблемы возникновения лекарственной
устойчивости бактерий к антимикробным препа-
ратам и побочных эффектов, возникающих при
применении антибиотиков [1, 2]. Перспектив-
ным подходом к разработке антибактериальных
препаратов является создание антисмысловых
олигонуклеотидов, мишенью которых являются
жизненно важные бактериальные РНК (см., на-
пример, [3]). Использование таких олигонуклео-

тидов позволяет блокировать экспрессию соот-
ветствующих бактериальных генов и приводить к
подавлению роста бактерий.

Ранее было показано, что ключевой фермент
созревания тРНК – РНКаза Р, природным суб-
стратом которой является пре-тРНК, – способен
гидролизовать РНК-мишень в составе комплекса
с комплементарным ей антисмысловым олиго-
нуклеотидом, содержащим ССА-последователь-
ность на 3'-конце [4]. Эта способность РНКазы Р
легла в основу EGS-технологии (external guide se-
quences technology), а соответствующие антисмыс-
ловые олигонуклеотиды, направляющие действие
РНКазы Р, получили название EGS-олигонук-
леотиды [5–7]. Было продемонстрировано, что
использование EGS-олигонуклеотидов, направ-
ляющих бактериальную РНКазу Р на расщепле-
ние мРНК определенных бактериальных генов,
позволяет подавить рост бактерий (см., напри-
мер, [8–10]). В качестве основы для создания EGS-

Сокращения: EGS – внешние направляющие последова-
тельности (external guide sequence); Flu – остаток флуорес-
цеина, L1 – олиго(N-метилпиррол).

# Автор для связи (тел.: +7 (383) 363-51-29; факс: +7 (383)
363-51-53; эл. почта: danov@niboch.nsc.ru).

УДК 577.113.4
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олигонуклеотидов часто используют замкнутые
нуклеиновые кислоты (LNA – locked nucleic acid,
BNA – bridged nucleic acid) [11, 12], морфолино-
вые олигонуклеотиды [9, 10, 13–16], олиго(2'-О-
метилрибонуклеотиды) и фосфорилгуанидино-
вые олигонуклеотиды [17]. Одним из подходов к
улучшению проникновения олигонуклеотидов в
бактерии является их конъюгирование с молеку-
лами-доставщиками (см., например, [18]). В ка-
честве доставляющей группировки мы предлагаем
использовать полиамид олиго(N-метилпиррол).
Олиго(N-метилпирролы) являются аналогами пеп-
тидных антибиотиков нетропсина и дистамицина.
Они положительно заряжены, сиквенс-специфи-
чески связываются с малой бороздкой ДНК и
способны в отсутствие трансфектанта прони-
кать в эукариотические клетки [19–22].

В данной работе предложено использование
направляющих РНКазу Р конъюгатов олиго(2'-О-
метилрибонуклеотидов) и олигодезоксирибонук-
леотидов с олиго(N-метилпирролом) в качестве
потенциальных антибактериальных препаратов.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
В качестве бактериальной мишени нами вы-

брана грамотрицательная бактерия Acinetobacter
baumannii, вызывающая тяжелые внутриболь-
ничные инфекции [23, 24], отличающаяся высо-
кой устойчивостью к антибиотикам и включенная
Всемирной организацией здравоохранения (ВОЗ)
в список наиболее опасных бактерий [25–27]. Мы
предлагаем в качестве альтернативы классическим
антибиотикам использовать EGS-олигонуклеоти-
ды, способные ингибировать экспрессию жизнен-
но важных генов этой бактерии. В качестве ми-
шени для EGS-олигонуклеотидов были выбраны
фрагменты мРНК генов домашнего хозяйства ftsZ
и gyrA A. baumannii в области сайта инициации
трансляции. Ген ftsZ кодирует нуклеотидсвязыва-
ющий белок ftsZ, играющий ключевую роль при
делении прокариот [28]. ДНК-гираза, одна из
субъединиц которой кодируется геном gyrА, яв-
ляется необходимым элементом процесса репли-
кации бактерий [29]. Ингибирование экспрессии
этих важных для жизнедеятельности бактерии ге-
нов должно вызывать нарушение жизненного
цикла и подавление роста бактерий.

В качестве основы для EGS-олигонуклеотидов
нами были выбраны олигодезоксирибонуклеоти-
ды и аналоги олигорибонуклеотидов, содержащих в
2'-положении рибозы 2'-О-метильную группу. Оли-
го(2'-О-метилрибонуклеотиды) полностью устой-
чивы к действию ДНК- и РНК-специфических
нуклеаз, обладают повышенной устойчивостью к
действию нуклеаз двойного спектра и способны об-
разовывать стабильные комплексы с РНК-мише-

нью [30, 31]. Ранее было показано, что для эффек-
тивного взаимодействия РНКазы Р с комплексом
РНК–EGS-олигонуклеотид необходимо наличие
четырех немодифицированных рибонуклеотидов с
3'-конца EGS-олигонуклеотида [32–34].

Синтез конъюгатов олигонуклеотидов с оли-
го(N-метилпирролом) проводили, используя в
качестве исходных 5'-фосфаты олиго(2'-О-ме-
тилрибонуклеотидов), содержащих четыре не-
модифицированных рибонуклеотида с 3'-кон-
ца, и 5'-фосфатов олигодезоксирибонуклеоти-
дов. Присоединение лиганда проводили путем
активации 5'-фосфата олигонуклеотида окисли-
тельно-восстановительной парой трифенилфос-
фин/дипиридилдисульфид (PPh3/(PyS)2) в присут-
ствии диметиламинопиридина (DMAP) с после-
дующим взаимодействием с аминопроизводным
олиго(N-метилпиррола) по аналогии с работой Но-
вопашиной с соавт. [35] (схема 1).

Активацию 5'-фосфата проводили в диметил-
сульфоксиде, для чего олигонуклеотид предвари-
тельно переводили в цетавлоновую соль. Затем к
активированому фосфату олигонуклеотида добав-
ляли олиго(N-метилпиррол) и инкубировали при
перемешивании при температуре 37°C (схема 1).
Через 16 ч реакционную смесь, содержащую конъ-
югаты с одним и двумя остатками олиго(N-метил-
пиррола), осаждали. Конъюгаты выделяли путем
электрофореза в денатурирующем препаратив-
ном ПААГ с последующей элюцией и обессолива-
нием и подтверждали строение методом MALDI-
TOF-масс-спектрометрии (табл. 1).

Аналогичным образом, используя в качестве
исходных 5'-фосфаты 3'-флуоресцеинсодержащих
олигонуклеотидов, получали конъюгаты 3'-флуо-
ресцеин-меченых EGS-олигонуклеотидов с одним
остатком олиго(N-метилпиррола) (табл. 1). Строе-
ние конъюгатов подтверждали методом MALDI-
TOF-масс-спектрометрии. В результате реакции
получали смесь моно- и бис-конъюгатов, с после-
дующим выделением их в индивидуальном виде,
выходы конъюгатов после выделения в расчете на
первое нуклеотидное звено составили 1.1–7.1%.
Подвижность конъюгатов при гель-электрофоре-
зе была значительно ниже подвижности исход-
ных олигонуклеотидов и зависела от количества
присоединенных лигандов (рис. 1).

При исследовании способности РНКазы Р гид-
ролизовать РНК-мишени в присутствии EGS-оли-
гонуклеотидов и их конъюгатов с олиго(N-метил-
пирролом) в качестве РНК-мишеней нами были
использованы два модельных 5'-флуоресцеин-ме-
ченых олигорибонуклеотида, представляющие со-
бой фрагменты мРНК генов ftsZ и gyrA A. baumannii
(табл. 2) в районе сайта инициации трансляции.
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Схема 1. Схема синтеза конъюгатов олигонуклеотидов с олиго(N-метилпирролом).
PPh3 – трифенилфосфин, (PyS)2 – дипиридилдисульфид, DMAP – диметиламинопиридин.

Расщепление РНК-мишеней проводили в при-
сутствии 10-кратного избытка EGS-олигонуклео-
тидов или их конъюгатов при 37°С. На рис. 2 пред-
ставлен пример электрофоретического разделе-
ния реакционных смесей, полученных в результате
расщепления РНК-мишени r24-ftsZ РНКазой Р в
присутствии конъюгата L1-mf.

При проведении расщепления РНК-мишеней
РНКазой Р в присутствии конъюгатов EGS-оли-
гонуклеотидов, содержащих два остатка олиго(N-
метилпиррола), продуктов гидролиза не регистри-
ровали, на электрофорезе наблюдали комплексы,
обладающие меньшей подвижностью в сравнении с
исходными РНК-мишенями (данные не приведены).

В результате сравнительного исследования спо-
собности РНКазы Р расщеплять модельные РНК-

мишени в составе их дуплексов с конъюгатами
EGS-олиго(2'-О-метилрибонуклеотидов) и EGS-
олигодезоксирибонуклеотидов c олиго(N-метил-
пирролом) было обнаружено, что введение одного
лиганда на 5'-конец направляющего EGS-олиго-
дезоксирибонуклеотида значительно повышает эф-
фективность гидролиза РНК-мишени РНКазой Р,
а введение одного лиганда на 5'-конец направляю-
щего EGS-олиго(2'-О-метилрибонуклеотида) не-
значительно уменьшает эффективность гидролиза
РНК-мишени РНКазой Р (рис. 3). Такая разница,
вероятно, связана с различиями в структурах дуп-
лексов РНК-мишеней с олигодезоксирибонук-
леотидами и олиго(2'-О-метилрибонуклеотида-
ми) и со способностью олиго(N-метилпиррола)
взаимодействовать с малой бороздкой формирую-
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щейся двойной спирали. Для обоих типов EGS-
олигонуклеотидов эффективность гидролиза РНК
мишени r24-ftsZ была выше, чем эффективность
гидролиза РНК-мишени r24-gyrA.

Несколько неожиданным для нас оказался ре-
зультат, полученный на РНК-мишени r24-gyrA.
Расщепление этой мишени в присутствии конъюга-
та EGS-олигодезоксирибонуклеотида с олиго(N-
метилпирролом) РНКазой Р происходило более
эффективно, чем для аналогичного конъюгата
EGS-олиго(2'-О-метилрибонуклеотида) (рис. 4).
Возможно, данный эффект связан со значительной
термической стабилизацией комплекса EGS-оли-
годезоксирибонуклеотид–РНК-мишень за счет до-
полнительного взаимодействия введенного остатка
олиго(N-метилпиррола) с дуплексом.

Полученные результаты демонстрируют воз-
можность эффективного гидролиза РНК-мише-
ней РНКазой Р в присутствии EGS-олигонуклео-
тидов и их конъюгатов с олиго(N-метилпирро-
лом) in vitro.

Для исследования проникновения конъюгатов
EGS-олигонуклеотидов с олиго(N-метилпирро-
лом) в бактерии была использована специально
полученная серия их 3'-флуоресцеин-меченых
аналогов (табл. 1) и контрольные 3'-флуоресцеин-
меченые EGS-олиго(2'-О-метилрибонуклеотиды)
(mf-Flu и mg-Flu) и EGS-олигодезоксирибонук-
леотиды (df-Flu и dg-Flu). Сравнительное исследо-
вание проникновения конъюгатов EGS-олиго-
нуклеотидов с олиго(N-метилпирролом) в клетки
бактерий Escherichia coli и Acinetobacter baumannii
методом проточной цитофлуорометрии показало,
что введение олиго(N-метилпиррола) в большин-
стве случаев улучшает эффективность проникно-
вения конъюгатов (рис. 5).

Полученные результаты подтверждают пер-
спективность использования созданных в дан-
ной работе направляющих РНКазу Р конъюгатов
EGS-олиго(2'-О-метилрибонуклеотидов) и EGS-
олигодезоксирибонуклеотидов с олиго(N-метил-
пирролом) в качестве потенциальных антибакте-
риальных препаратов.

Таблица 2. Последовательности 5'-флуоресцентно-меченых РНК-мишеней

* Выход в расчете на первое нуклеозидное звено. 
Обозначения: Flu – остаток флуоресцеина; AUG – сайт инициации трансляции.

Шифр Последовательность (5'-3') Выход*, %

r24-ftsZ 5'-Flu-AGGUCAUGGCCUCAUUUGAAUUUA 45.4
r24-gyrA 5'-Flu-UAUGCAUGAGCGUAUCGGAAAUCC 42.0

Таблица 1. Синтезированные конъюгаты EGS-олигонуклеотидов с олиго(N-метилпирролом)

* Выход в расчете на первое нуклеозидное звено.
** По результатам масс-спектрометрического анализа. Обозначения: L1 – олиго(N-метилпиррол); m – олиго(2'-О-метилри-
бонуклеотид); d – олигодезоксирибонуклеотид; f – EGS-олигонуклеотид, направляющий РНКазу Р на мРНК гена ftsZ;
g ‒ EGS-олигонуклеотид, направляющий РНКазу Р на мРНК гена gyrA; Flu – остаток флуоресцеина; p – фосфат; Nm – 2'-О-метил-
рибонуклеотид. Структуру конъюгатов см. на схеме 1.

Шифр Последовательность (5'-3') Выход*, 
%

Молекулярная масса

рассчитано получено**

(L1)2-mf 5'-(L1)2-pAmUmUmCmAmAmAmUmGmAmGmGmCmCmACCA 1.1 7973.09 7974.05

L1-mf 5'-L1-pAmUmUmCmAmAmAmUmGmAmGmGmCmCmACCA 2.4 6985.97 6983.83

L1-mf-Flu 5'-L1-pAmUmUmCmAmAmAmUmGmAmGmGmCmCmACCA-Flu 7.1 7475.44 7476.10

(L1)2-mg 5'-(L1)2-pUmUmUmCmCmGmAmUmAmCmGmCmUmCmACCA 2.7 7862.96 7862.01

L1-mg 5'-L1-pUmUmUmCmCmGmAmUmAmCmGmCmUmCmACCA 4.5 6875.85 6874.11

L1-mg-Flu 5'-L1-pUmUmUmCmCmGmAmUmAmCmGmCmUmCmACCA-Flu 2.3 7033.16 7034.70

(L1)2-df 5'-(L1)2-pATTCAAATGAGGCCACCA 6.8 7530.81 7526.00
L1-df 5'-L1-pATTCAAATGAGGCCACCA 6.3 6543.69 6547.15
L1-df-Flu 5'-L1-pATTCAAATGAGGCCACCA-Flu 1.5 7033.16 7034.70
(L1)2-dg 5'-(L1)2-pTTTCCGATACGCTCACCA 5.3 7448.73 7452.32
L1-dg 5'-L1-pTTTCCGATACGCTCACCA 2.1 6461.61 6461.99
L1-dg-Flu 5'-L1-pTTTCCGATACGCTCACCA-Flu 2.7 6951.08 6952.12
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Рис. 1. Электрофореграмма, полученная при анализе исходного олигонуклеотида 5'-р-UmUmUmCmCmGmAmUmAmCm-
GmCmUmCmACCA (1), выделенных конъюгатов L1-mg, содержащего один остаток олиго(N-метилпиррола) (2), и
(L1)2-mg, содержащего два остатка олиго(N-метилпиррола) (3), и реакционной смеси при их получении (4). Структуру
конъюгатов см. в табл. 1 и на схеме 1. Условия: денатурирующий 15%-ный ПААГ, окрашивание “Stains-all”. BP –
бромфеноловый синий.

1 2 3 4

(L1)2-mg

L1-mg

Исходный 5'-фосфат
олигонуклеотида mg

BP

Рис. 2. Электрофореграмма, полученная при разделении продуктов гидролиза 5'-флуоресцеин-меченой РНК-мишени
(r24-ftsZ) РНКазой Р в присутствии конъюгата EGS-олиго(2'-О-метилрибонуклеотида) L1-mf: 1 – контроль без EGS-
олигонуклеотида через 0 мин, 2 – контроль без EGS-олигонуклеотида через 60 мин, 3 – контроль без РНКазы Р, 4–10 –
реакционная смесь через 2, 5, 10, 15, 30, 60 и 120 мин после начала реакции с ферментом. Условия: 200 нМ РНК М1,
2 мкМ белок С5, 2 мкМ РНК-мишень, 20 мкМ EGS-олигонуклеотид, 10 мМ Трис-HCl, pH 7.5, 10 мМ MgCl2, 100 мМ
NH4Cl, 37°C.
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ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

В работе были использованы следующие реак-
тивы: перхлорат натрия, N-метилимидазол (Acros
Organics, США); 5-этилтио-1H-тетразол (Biosset,
Россия); CPG-полимеры с присоединенным пер-
вым нуклеозидным звеном, фосфитамиды N-аце-
тилзащищенных 5'-O-(4,4'-диметокситритил)-2'-
O-метилрибонуклеотидов, N-ацетилзащищенных
5'-O-(4,4'-диметокситритил)-2'-O-третбутилди-
метилсилилрибонуклеозидов, N-ацетилзащищен-
ных 5'-O-(4,4'-диметокситритил)-2'-дезоксири-
бонуклеотидов (ChemGenes, США); фосфитамид
2-[2-(4,4'-диметокситритилокси)этилсульфонил]эта-
нола, фосфитамид 1-диметокситритилокси-2-(N-

тиомочевина-(ди-O-пивалоил-флуоресцеин)-4-
аминобутил)-пропанола, модифицированный
CPG-полимерный носитель с флуоресцеином
(Glen Research, США); краситель “Stains-all”,
персульфат аммония, дихлоруксусная кислота,
2,6-лутидин, трифенилфосфин, 4-(N,N-диме-
тил)аминопиридин, 2,2'-дипиридилдисульфид,
цетилтриметиламмоний бромид, N,N,N ',N '-тет-
раметилэтилендиамин (Fluka, Швейцария); мо-
чевина, 40%-ный водный раствор метиламина
(Merck, Германия); молекулярные сита Trap-
PacTM Molecular Sieve Bag 3 Å (Millipore, США);
пиридин, ацетон, тетрагидрофуран, ацетонитрил
(Panreac, Испания); ксиленцианол FF, бромфе-
ноловый синий (Serva, Германия); Na2EDTA

Рис. 3. Кривые расщепления 5'-флуоресцеин-меченых РНК-мишеней r24-ftsZ (а) и r24-gyrA (б) РНКазой Р в присут-
ствии направляющих олигодезоксирибонуклеотидов (df и dg) и (2'-О-метилрибонуклеотидов) (mf и mg), а также их
5'-конъюгатов c олиго(N-метилпирролом) (L1-df, L1-dg, L1-mf и L1-mg). Условия: 200 нМ РНК М1, 2 мкМ белок С5,
2 мкМ флуоресцентно-меченая РНК-мишень, 20 мкМ EGS-олигонуклеотид, 10 мМ Трис-HCl, pH 7.5, 10 мМ MgCl2,
100 мМ NH4Cl, 37°C. Данные получены путем усреднения результатов как минимум трех экспериментов. За 100% при-
нимали полное превращение РНК-мишени в продукты гидролиза. Стрелкой указан сайт расщепления РНК-мишени
РНКазой Р.
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(Amresco, США); акриламид, N,N '-метиленби-
сакриламид, пропионовый ангидрид (Acros Or-
ganics, Бельгия); трис(гидроксиметил)аминоме-
тан, триэтиламин, триэтиламинтригидрофторид,
этокситриметилсилан, хлорид магния (Sigma-Al-
drich, США); хлористый метилен, йод кристалли-
ческий (Криохром, Россия), а также другие реак-
тивы и растворители отечественного и зарубеж-
ного производства.

Олиго(N-метилпиррол) был получен с.н.с.
В.А. Рябининым и в.н.с. А.Н. Синяковым, лабо-
ратория биоорганической химии ферментов Ин-

ститута химической биологии и фундаменталь-
ной медицины СО РАН [35].

Для ферментативных реакций использовали
РНКазу Р E. coli (К.Ф. 3.1.26.5), компоненты ко-
торой получены в лаборатории биоорганической
химии ферментов Института химической биологии
и фундаментальной медицины СО РАН: каталити-
чески активная РНК М1 синтезирована по методи-
ке, описанной в работе Guerrier-Takada et al. [36], и
любезно предоставлена д.х.н. Н.А. Моор, а белко-
вый кофактор С5 получен по протоколу, приве-
денному в работе Guerrier-Takada et al. [37], и лю-
безно предоставлен д.б.н. С.Н. Ходыревой. 

В работе использовали следующие приборы:
спектрофотометр Nano Drop 1000 (Thermo Fisher
Scientific, США), термостатируемый шейкер Ther-
momixer F1.5 (Eppendorf, Германия), центрифуги
MiniSpin plus и Сentrifuge 5415R (Eppendorf, Герма-
ния), Speed-Vac Concentrator SVC-100H (Savant,
США), термостатируемый шейкер (Bioer, США),
камеру для вертикального электрофореза (Хели-
кон, Россия), прибор для сушки гелей Gel Dryer
B35 (Bio-Rad, США).

Олигодезоксирибонуклеотиды, олигорибону-
клеотиды и их модифицированные аналоги были
синтезированы с использованием соответствую-
щих мономерных синтонов и полимерных носите-
лей твердофазным фосфитамидным методом на ав-
томатическом ДНК/РНК-синтезаторе АСМ-800
(Биосет, Россия) по оптимизированным для дан-
ного прибора протоколам в лаборатории химии
РНК Института химической биологии и фунда-
ментальной медицины СО РАН. Деблокирование
олигонуклеотидов проводили в стандартных усло-
виях. Выделение олигорибонуклеотидов и их мо-

Рис. 4. Предельная степень гидролиза модельных
РНК-мишеней r24-ftsZ и r24-gyrA в присутствии со-
ответствующих EGS-олигодезоксирибонуклеотидов
(df и dg), EGS-олиго(2'-О-метилрибонуклеотидов)
(mf и mg), а также их 5'-конъюгатов c олиго(N-метил-
пирролом) (L1-df, L1-dg, L1-mf и L1-mg). Предельную
степень гидролиза рассчитывали по уравнению (1) (см.
“Эксперим. часть”), принимая за 100% полное превра-
щение РНК-мишени в продукты гидролиза.
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Рис. 5. Эффективность проникновения (%) 5'-конъюгатов направляющих олигонуклеотидов с олиго(N-метилпирролом),
содержащих остаток флуоресцеина на 3'-конце, в A. baumannii и E. coli по данным проточной цитофлуорометрии.
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дифицированных аналогов проводили методом
препаративного гель-электрофореза.

Все водные растворы были приготовлены с ис-
пользованием деионизованной воды (с удельным
сопротивлением 18 × 106 Oм/см), полученной с
помощью прибора Millipore Simplicity System (Mil-
lipore, США).

Олигонуклеотиды, их конъюгаты и производ-
ные осаждали из водных растворов в виде на-
триевых солей десятикратным объемом 2%-ного
раствора NaClO4 в ацетоне. Супернатант после
центрифугирования отбирали, осадок промыва-
ли ацетоном и высушивали на воздухе.

Расчет коэффициентов молярного поглощения.
Значения молярных коэффициентов поглоще-
ния для 2'-О-метилрибонуклеотидов при 260 нм
принимали равными соответствующим моляр-
ным коэффициентам поглощения для рибонук-
леотидов. Молярные коэффициенты поглоще-
ния флуоресцентно-меченых производных оли-
гонуклеотидов считали равными сумме значений
молярных коэффициентов поглощения олигонук-
леотидов и молярного коэффициента поглоще-
ния флуоресцеина, присоединенного к олигоме-
ру (20900 M–1 cм–1 при 260 нм). Молярный коэф-
фициент олиго(N-метилпиррола) – 36610 M–1 cм–1

при 260 нм [35]. Молярные коэффициенты были
рассчитаны с учетом гипохромного эффекта в про-
граммном пакете OligoAnalyzer 3.1.

Аналитический гель-электрофорез в денатури-
рующих условиях. Анализ гомогенности олиго-
нуклеотидов, их производных и конъюгатов про-
водили методом гель-электрофореза в 15%-ном
ПААГ в денатурирующих условиях (акриламид :
: N,N'-метиленбисакриламид (30 : 0.5), 8 М мочеви-
на, 50 мМ Трис-Н3ВО3, рН 8.3, 0.1 мМ Na2ЭДTA)
при напряжении 50 В/см и толщине геля 0.4 мм. К
олигонуклеотидным образцам (~0.05 о.е.) для на-
несения на гель добавляли 4–5 мкл раствора 8 М
мочевины, содержавшего 0.05% ксиленцианоло-
вого голубого и 0.05% бромфенолового синего.
Для визуализации олигонуклеотидов и их произ-
водных использовали раствор, приготовленный
из 50 мг красителя “Stains-all” и 100 мл смеси
формамид : вода (1 : 1). После прокрашивания ге-
ли высушивали в течение 40–70 мин на приборе
GelDryer 583 (Bio-Rad, США).

Выделение олигонуклеотидов и их конъюгатов
препаративным гель-электрофорезом. Деблокиро-
ванные олигонуклеотиды, их конъюгаты и произ-
водные выделяли с помощью препаративного элек-
трофореза в 15%-ном ПААГ в указанных выше
условиях, при толщине геля 0.4 мм. После электро-
фореза гель визуализировали в УФ-свете с исполь-
зованием пластин DC-Alufolien Kieselgel 60 F254, а в
случае флуоресцентно-меченых олигонуклеоти-
дов ориентировались на соответствующую окра-
шенную полосу. Участки геля, содержащие про-

дукт, вырезали и проводили элюцию нуклеотид-
ного материала из ПААГ 0.3 М водным раствором
NaClO4 в течение 16 ч при 25°С. Обессоливание
олигонуклеотидов проводили на фазе C18 (Wa-
ters, США).

Строение полученных олигонуклеотидов под-
тверждали методом MALDI-TOF-масс-спектро-
метрии с использованием масс-спектрометра
REFLEX III (Bruker Daltonics, Германия; Центр
коллективного пользования Центра масс-спек-
трометрического анализа Института химиче-
ской биологии и фундаментальной медицины
СО РАН).

Синтез конъюгатов олигонуклеотидов, содержа-
щих остатки олиго(N-метилпиррола) на 5'-конце.
5'-Фосфат олигонуклеотида в количестве 20 ОЕ260
осаждали в виде цетилтриметиламмониевой со-
ли, добавляя 8%-ный водный раствор бромида
цетилтриметиламмония порциями 10, 5, 3 и далее
по 1 мкл до прекращения выделения осадка. Оса-
док олигонуклеотида сушили в течение часа в ва-
кууме в эксикаторе с P2O5. К осадку добавляли 5 мг
(41 мкмоль) DMAP в 50 мкл DMSOабс, 5.3 мг
(PyS)2 (25 мкмоль) в 25 мкл DMSOабс и 6.8 мг Ph3P
(25 мкмоль) в 25 мкл DMSOабс и перемешивали в
течение 15 мин при температуре 37°С. Затем до-
бавляли раствор 1 мг (1 мкмоль) олиго(N-метил-
пиррола) в 105 мкл смеси TEA : DMSOабс (1 : 20).
Реакцию проводили при перемешивании при
температуре 37°С в течение 16 ч. Реакционную
смесь осаждали в виде натриевой соли.

Приготовление раствора холофермента РНКазы Р.
Раствор РНК М1 инкубировали в течение 5 мин
при 65°С, затем медленно охлаждали до комнат-
ной температуры в течение 30 мин. После этого го-
товили свежий раствор белка С5 в буфере, содер-
жавшем 10 мМ Трис-HCl (pH 7.5), 10 мМ MgCl2,
100 мМ NH4Cl, смешивали растворы РНК М1 и
белка С5 и инкубировали их в течение 5 мин при
37°С. Использовали 10-кратный избыток белка С5
по отношению к РНК М1, концентрацию холо-
фермента принимали равной концентрации РНК
М1. Полученный раствор холофермента РНКазы Р
сразу же использовали для проведения требуемых
реакций.

Расщепление флуоресцентно-меченых модель-
ных РНК-мишеней РНКазой Р в присутствии на-
правляющих олигонуклеотидов. Реакцию прово-
дили в 20 мкл раствора, содержавшего 10 мМ
Трис-HCl (pH 7.5), 10 мМ MgCl2, 100 мМ NH4Cl,
0.2 мкМ РНК M1, 2 мкМ белок C5. Контрольный
раствор содержал все компоненты, кроме РНК
М1 и белка С5. Готовили 10 мкл раствора РНК-
субстрата, содержавшего 20 мкМ флуоресцентно-
меченую РНК-мишень и 200 мкМ направляю-
щий олигонуклеотид. Предварительно для разру-
шения устойчивых вторичных структур, образо-
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вавшихся при хранении РНК, и образования
комплекса РНК-мишени с направляющим оли-
гонуклеотидом раствор РНК-субстрата инкуби-
ровали 2 мин при 90°С, затем охлаждали 5 мин
при 25°С. Для начала реакции добавляли к приго-
товленной реакционной смеси холофермента
РНКазы Р раствор субстрата. Через 0, 2, 5, 10, 15,
30, 60, 120 и 180 мин отбирали из реакционной сме-
си пробы объемом 2 мкл и смешивали их с 4 мкл де-
натурирующего буфера для нанесения (по 0.05%
ксиленцианолового голубого и бромфенолового
синего в 8 М мочевине). Продукты реакции ана-
лизировали электрофорезом в 15%-ном ПААГ в
денатурирующих условиях. Гель сканировали с
использованием системы визуализации гелей
Quantum St5 (Vilber Lourmat, Франция) и полу-
ченное изображение обрабатывали в программ-
ном пакете Quantity One (Bio-Rad, США).

Расчет кинетических параметров расщепления
РНК-субстрата РНКазой Р. Данные, получен-
ные по результатам расщепления РНК-субстра-
та РНКазой Р, обрабатывали в программе Microsoft
Excel. Долю продукта реакции рассчитывали как от-
ношение интенсивности полосы, соответствующей
продукту реакции, к суммарной интенсивности по-
лос, соответствующих РНК-субстрату и продукту
реакции. Расчет проводили с использованием про-
граммного обеспечения Graph Pad Prizm 7.00.159 по
уравнению для реакции псевдопервого порядка:

(1)

где  – доля продукта реакции,  – доля продук-
та при переходе реакции в стационарную фазу
(предельная степень расщепления),  – кон-
станта реакции псевдопервого порядка, t – время
реакции.

Исследование проникновения 5'-конъюгатов
олигонуклеотидов с олиго(N-метилпирролом) в
бактериальные клетки. Исследование проникно-
вения 3'-флуоресцентно-меченых конъюгатов
EGS-олигонуклеотидов с олиго(N-метилпирро-
лом) в клетки проводили на культурах E. coli и
A. baumannii. Ночную культуру бактериальных
клеток разводили в 100 раз ростовой средой LB
(лизогенный бульон, среда Лурия–Бертани) и
инкубировали клетки (3–5 × 106 кл./мл) в течение
2 ч при 37°С до достижения OD600 0.35. Культуру
клеток готовили в экспоненциальной фазе роста
(5–6 × 106 кл./мл), клетки осаждали центрифуги-
рованием при 4000 g в течение 4 мин и ресуспен-
дировали в среде LB, содержавшей конъюгат. Ко-
нечные концентрации конъюгатов в среде со-
ставляли 0.2 или 1 мкМ. Клетки инкубировали в
течение 1 ч при 37°С при качании в темноте. Клет-
ки осаждали центрифугированием при 4000 g в те-
чение 4 мин и добавляли 100 мкл 0.9%-ного рас-
твора NaCl. Клеточный осадок ресуспендировали
в 100 мкл 4%-ного раствора формальдегида в фос-

( )1  ,obsk t
af Pl e= −

af Pl

obsk

фатном буфере и инкубировали в течение 30 мин
при комнатной температуре при качании. Затем
клетки трижды промывали стерильным фосфат-
ным буфером и инкубировали с 4',6-диамидино-
2-фенилиндолом (DAPI) в течение дополнитель-
ных 15 мин. Проточную цитометрию проводили с
использованием прибора NovoCyte (ACEA Bio-
sciences, США).
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Conjugates of Guiding RNase P Oligonucleotides
with Oligo(N-Methylpyrrole) as Prospective Antibacterial Agents
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The conjugates of guiding RNase P oligo(2'-O-methylriboribonucleotides) and oligodeoxyribonucleotides
(EGS-oligonucleotides) with oligo(N-methylpyrrole) were synthesized for the first time. The ability of
RNase P to hydrolyze RNA in the presence of EGS-oligonucleotides and their conjugates with oligo(N-
methylpyrrole) was demonstrated in model systems using f luorescein labelled chemically synthesized oligo-
ribonucleotides corresponded to the fragments of mRNA of ftsZ and gyrA genes of Acinetobacter baumannii.
It has been shown that hydrolysis of RNA by RNase P occurs more effective in the presence of the conjugates
than in the case of non-modified oligodeoxyribonucleotides. Introduction of oligo(N-methylpyrrole) in
EGS-oligo(2'-O-methylribonucleotides) does not change significantly the effectiveness of hydrolysis. The
enhancement of penetration ability as the result of oligo(N-methylpyrrole) attachment to 5'-terminus was
demonstrated.

Keywords: oligo(2'-O-methylribonucleotides), bacterial RNAse P, EGS-oligonucleotides, oligo(N-methylpyrrole)
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Изучение РНК длиной менее 30 нуклеотидных остатков, в частности микроРНК и других экстре-
мально коротких некодирующих РНК, часто сопряжено с трудностями их детекции не только в
условиях in vivo, но и in vitro. Одной из таких молекул является бактериальная пРНК (от англ. pRNA,
“product RNA”), синтезируемая РНК-полимеразой на матрице 6S РНК. Классическим способом
идентификации пРНК является нозерн-блот-гибридизация (нозерн-блоттинг) с комплементарны-
ми зондами ДНК, содержащими различные метки и модифицированные нуклеозиды. Однако дан-
ный способ непригоден для поиска новых пРНК, последовательности которых неизвестны, а также
является довольно дорогостоящим и затратным по времени. Мы предложили новый простой метод
детекции синтеза пРНК на матрице 6S РНК, так называемый “зеркальный” точечный нозерн-блот-
тинг. Он не требует проведения гель-электрофореза, а зондом является сама пРНК, образующаяся
в процессе транскрипции и содержащая остатки дигоксигенина (DIG). Данный метод позволит
осуществлять быстрый скрининг новых 6S РНК или их мутантных вариантов на предмет их способ-
ности выступать в качестве матрицы для синтеза пРНК, а также оценивать эффективность данного
процесса.

Ключевые слова: 6S РНК, пРНК, нозерн-блоттинг, дигоксигенин
DOI: 10.31857/S0132342321020068

ВВЕДЕНИЕ
6S РНК – обширный класс бактериальных

некодирующих РНК (нкРНК) длиной ~200 нт.
Несмотря на отсутствие гомологии, все 6S РНК об-
ладают строго консервативной вторичной структу-
рой, идеально повторяющей конформацию про-
мотора ДНК в открытом комплексе с РНК-поли-
меразой (РНКП) [1]. Благодаря этой особенности
6S РНК может блокировать активный центр фер-
мента, что в масштабе клетки приводит к при-
остановке процесса транскрипции и, как след-
ствие, экономии ресурсов в неблагоприятных
условиях [2]. Интересно, что для “отмены” инги-
бирования транскрипции существует специаль-
ный механизм: РНКП способна синтезировать

короткие транскрипты (пРНК) непосредственно
на матрице 6S РНК, что приводит к конформаци-
онным изменениям фермент-субстратного ком-
плекса и высвобождению из него РНКП [3]. Этот
процесс является своеобразным исключением из
правила, поскольку в данном случае ДНК-зависи-
мая РНКП использует для транскрипции РНК-
субстрат. На сегодняшний день среди прокарио-
тических нкРНК только 6S РНК обладает такой
уникальной особенностью. Таким образом, син-
тез пРНК является одним из главных критериев,
проверяемых при изучении новых молекул – пред-
полагаемых аналогов 6S РНК из различных бак-
терий [4].

Иногда пРНК могут быть обнаружены при тща-
тельном анализе транскриптомных данных (RNA-
Seq) [5], что тем не менее требует последующей
экспериментальной проверки. “Классическим”
методом детекции РНК является нозерн-блот-ги-
бридизация (нозерн-блоттинг) с комплементарны-
ми зондами. Крайне малая длина пРНК (14–30 нт)
обусловливает необходимость использования спе-

Сокращения: DIG – дигоксигенин; EDC – 1-этил-3-(3-
диметиламинопропил)карбодиимид; NTP – нуклеозид-
трифосфат; нкРНК – некодирующая РНК; пРНК – pRNA,
“product RNA”, продукт транскрипции с матрицы 6S РНК;
РНКП – РНК-полимераза.

# Автор для связи: (тел.: +7 (495) 939-54-11; факс: +7 (495)
939-0338; эл. почта: alunit@inbox.ru).
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циальных протоколов и модифицированных оли-
гонуклеотидных зондов для повышения чувстви-
тельности метода, что, тем не менее, далеко не
всегда приводит к положительным результатам.
На данный момент всего в трех бактериях уда-
лось обнаружить пРНК в условиях in vivo с помо-
щью нозерн-блоттинга: Escherichia coli [6], Bacil-
lus subtilis [7, 8] и Rhodobacter sphaeroides [9]. При
этом в клетках E. coli и R. sphaeroides количество
пРНК было достаточным для детекции с помо-
щью 32P-меченных ДНК-зондов, тогда как для
B. subtilis был разработан специальный протокол с
использованием модифицированных ДНК-зондов,
содержащих остатки ковалентно-замкнутых нук-
леозидов (LNA) и остаток дигоксигенина (DIG).
Было показано, что такой способ является гораз-
до более чувствительным по сравнению с класси-
ческим радиоактивным [10]. Тем не менее детек-
тировать 6S-2 пРНК B. subtilis (факт синтеза кото-
рой в условиях in vivo долгое время оставался
предметом научных споров) удалось только с по-
мощью еще более усложненного протокола, ис-
пользуя РНК/LNA-зонды с экстремальным коли-
чеством модифицированных нуклеозидов и двумя
метками DIG на 5'- и 3'-концах молекулы [8].

Детекция пРНК также осложняется особенно-
стями их синтеза, который происходит лишь в
определенных, заранее не известных условиях
клеточного роста. Например, для E. coli актив-
ный синтез пРНК был зафиксирован только при
резкой смене условий культивирования, когда к
клеткам, выращенным на минимальной среде M9,
добавляли 10-кратный избыток питательной сре-
ды LB, тем самым моделируя “выход” из неблаго-
приятных условий роста и “снятие” 6S РНК-опо-
средованного ингибирования транскрипции. При-
чем максимальная транскрипция пРНК
наблюдалась лишь в течение первых 4 мин после
смены культуральной среды [6]. Активный синтез
6S-1 пРНК B. subtilis также удалось детектировать
только в условиях резкого “выхода” из стацио-
нарной фазы и только в течение первых 2 мин [7].
В то же время данный протокол не приводил к из-
менениям в синтезе 6S-2 пРНК B. subtilis, и соответ-
ствующие транскрипты были обнаружены только в
экспоненциальной фазе роста клеток [8]. Уникаль-
ная ситуация наблюдалась у бактерии R. sphaeroides,
в которой удалось детектировать пРНК во всех
фазах клеточного роста с весьма незначительной
активацией их синтеза в ответ на смену питатель-
ной среды, тогда как максимальное количество
данных транскриптов приходилось на раннюю
экспоненциальную фазу [8]. Однако данный фе-
номен является скорее исключением из правила.

В большинстве случаев для доказательства
синтеза пРНК с матрицы 6S РНК проводят экс-
перименты по транскрипции in vitro в присут-
ствии различных 32P-меченных нуклеозидтри-

фосфатов (NTP) с последующим разделением
продуктов реакции методом гель-электрофореза
в денатурирующих условиях [11]. Причем для изу-
чения новых 6S РНК, выделенных из редких бакте-
рий, возможно использовать “чужеродные” РНКП,
например, РНКП E. coli или B. subtilis, а также
коммерчески доступные ферменты [13]. Как пра-
вило, стартовая точка транскрипции располага-
ется в центральном “пузыре” 6S РНК с 3'-конца
молекулы (хотя в литературе описано несколько
случаев синтеза пРНК с “обратной” стороны “пу-
зыря” [4, 5]), что позволяет предсказать нуклео-
тидную последовательность образующихся пРНК.
Однако интерпретация полученных результатов
часто осложняется тем, что в процессе транскрип-
ции образуется набор продуктов разной длины, а
визуализация соответствующих сигналов зависит
от используемого 32P-меченного NTP и нуклео-
тидного состава пРНК. Последовательный пере-
бор меченых NTP и их комбинаций, а также
условий транскрипции не всегда приводит к по-
ложительному результату и пониманию, с какой
стороны 6S РНК происходит транскрипция. По-
этому для подтверждения ее специфичности так-
же используют нозерн-блоттинг с зондами, ком-
плементарными пРНК [12, 13].

Ранее мы охарактеризовали две новые 6S РНК
из азотфиксирующих бактерий Bradyrhizobium
japonicum и Sinorhizobium meliloti [13]. При иссле-
довании синтеза пРНК в этих бактериях возник-
ли сложности с подбором условий для эффектив-
ной транскрипции in vitro и, как следствие, труд-
ности с определением стартовой точки и длин
пРНК, необходимых для дизайна соответствую-
щих комплементарных зондов для нозерн-блот-
тинга. Таким образом, актуальной задачей являл-
ся поиск альтернативного способа проверки воз-
можности синтеза пРНК на матрице 6S РНК.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
В данной работе для детекции пРНК, обра-

зующихся в процессе транскрипции на матрице
6S РНК, был предложен метод “зеркального” но-
зерн-блоттинга. Основное отличие от “классиче-
ского” протокола состоит в том, что метка содер-
жится не в зонде, а непосредственно встраивается
в пРНК в процессе транскрипции. В нашем слу-
чае для этих целей мы использовали коммерчески
доступный DIG-11-UTP (Roche, Швейцария). Да-
лее следует гибридизация DIG-меченной пРНК
(если она была синтезирована в ходе транскрип-
ции) с “материнской” 6S РНК-мишенью (рис. 1а),
иммобилизованной непосредственно на мембра-
не в виде “точек” (dot-blot). Таким образом “зон-
дом” в данном случае выступает сама 6S РНК, не
содержащая меток. Последующая детекция DIG
с помощью хемолюминесценции является быст-
рой и безопасной альтернативой 32P-авторадио-
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графии [14]. В результате такого эксперимента
нельзя определить длину образующихся пРНК и
предсказать их нуклеотидную последовательность,
но можно быстро установить сам факт синтеза
de novo транскриптов с матрицы 6S РНК.

Разработанный метод “зеркального” нозерн-
блоттинга был верифицирован при анализе син-
теза пРНК на 6S РНК из трех бактерий: B. subtilis,
S. meliloti и B. japonicum. В реакции использовали
“чужеродную” РНКП E. coli. Продукты трех in vitro
транскрипций, проведенных в присутствии DIG-
11-UTP, гибридизовали с тремя идентичными
мембранами (рис. 2а), на которых были иммоби-
лизованы соответствующие 6S РНК и различные
синтетические олигорибонуклеотиды (отрицатель-
ные контроли). Для контроля детекции использо-
вали 5'-DIG-меченный олигонуклеотид смешан-
ной ДНК/LNA-природы, использованный ранее
в работе Beckmann et al. [12]. Во всех трех случаях
были получены специфические сигналы, соот-
ветствующие гибридизации пРНК с ее компле-
ментарной 6S РНК-мишенью. Наиболее интен-
сивный сигнал визуализировался в случае пРНК

B. subtilis (рис. 2б), что согласуется с данными об
ее крайне эффективном синтезе с матрицы 6S-1
РНК B. subtilis как в условиях in vitro [12, 13], так и
in vivo [8]. В случае пРНК S. meliloti и B. japonicum
аналогичные сигналы характеризовались суще-
ственно меньшей интенсивностью, что привело к
более высокому уровню фоновых сигналов вплоть
до визуализации разметки мембраны и мест иммо-
билизации РНК (рис. 2в, 2г). Мы также проанали-
зировали продукты in vitro транскрипций с
6S РНК S. meliloti и B. japonicum, проведенных в
присутствии DIG-11-UTP, “классическим” спосо-
бом, включающим разделение продуктов реакции
методом гель-электрофореза с последующей им-
мобилизацией и детекцией на мембране (см.
“Эксперим. часть”). Как видно из рис. 1б, в обо-
их случаях – в присутствии 6S РНК S. meliloti и
B. japonicum (но не в отсутствие 6S РНК) – на-
блюдали появление сигналов с меньшей электро-
форетической подвижностью, которые были ин-
терпретированы нами как DIG-меченные пРНК.

Отметим, что использование DIG-11-UTP в
качестве метки является определенным лимити-

Рис. 1. (а) – Сравнение “классического” и “зеркального” методов детекции пРНК; (б) – анализ продуктов in vitro
транскрипции с 6S РНК S. meliloti (Sm) и B. japonicum (Bj) в качестве матрицы для РНКП (дорожки 1 и 3) в присутствии
DIG-11-UTP методом гель-электрофореза с последующим переносом de novo синтезированных пРНК на мембрану,
иммобилизацией в присутствии EDC и непосредственной детекцией DIG с помощью хемолюминесценции. До-
рожка 2 – отрицательный контроль, реакция в отсутствие 6S РНК.
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рующим фактором, поскольку может быть при-
менимо только для пРНК, содержащих остатки
уридина.

Таким образом, мы впервые предложили но-
вый “альтернативный” метод детекции пРНК с
помощью “инвертированного” или “зеркально-
го” нозерн-блоттинга. Главным его преимуще-
ством является отсутствие необходимости подбо-
ра и синтеза специфических зондов, поскольку
это не всегда возможно (и не всегда необходимо)
на начальных этапах исследования и при первич-
ном скрининге различных мутантных 6S РНК
или предполагаемых аналогов 6S РНК. Мы пола-
гаем, что подобные эксперименты можно прово-
дить и в радиоактивном варианте при достаточно
высокой эффективности синтеза пРНК.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Подготовка мембран. В данной работе были
использованы препараты 6S РНК S. meliloti,
B. japonicum и 6S-1 РНК B. subtilis, полученные с
помощью Т7-транскрипции и охарактеризован-
ные ранее [11, 13], а также ряд олигорибонуклеоти-
дов – аналогов пРНК, использованных в качестве
отрицательных контролей: Bs14: 5'-GUUCGGU-
CAAAACU-3'; Bs16: 5'-AAAGGUUAAAACUUAA-3';

Sm16: 5'-CGUGUAUGGCCCCGGG-3'; Sm18:
5'-CGUGUAUGGCCCCGGGGA-3'; Sm23: 5'-CGU-
GUAUGGCCCCGGGGAUUGUG-3'; Bj17: 5'-CG-
AUAAGGCCCCGGGGA-3'; Bj24: 5'-CGAUAAG-
GCCCCGGGGAUAUAUGG-3' (синтезированы в
Сколковском институте науки и технологий,
Россия) [11, 13]. Водные растворы РНК в объеме
5 мкл, содержащие 1 мкг 6S РНК, 100 пмоль ана-
логов пРНК или 10 пмоль положительного контро-
ля для детекции DIG (5'-DIG-aGttTtgAccGaAc-3', где
N – остаток LNA, n – дезоксирибонуклеозид;
синтезирован фирмой “Exicon”, Дания), предва-
рительно денатурировали при 95°C (5 мин), быст-
ро охлаждали во льду и сразу наносили на предва-
рительно размеченную положительно заряжен-
ную нейлоновую мембрану (Roche, Швейцария)
по схеме, приведенной на рис. 2а. Для иммоби-
лизации РНК мембраны облучали УФ-светом
(256 нм) в течение 5 мин, а затем прогревали 1 ч
при 80°C. Перед гибридизацией мембрану поме-
щали в пластиковый флакон объемом 50 мл с за-
кручивающей крышкой и промывали 5 мл буфе-
ра DIG Easy Hyb (Roche, Швейцария) в течение
1 ч при медленном перемешивании.

Транскрипция in vitro. Перед реакцией тран-
скрипции проводили ренатурацию 6S РНК
(20 пмоль) в 13 мкл буфера TE (10 мМ Tris-HCl,

Рис. 2. “Зеркальный” точечный нозерн-блоттинг пРНК B. subtilis (Bs), S. meliloti (Sm) и B. japonicum (Bj). (а) – Схема
эксперимента: использовали три одинаковые мембраны, на которые были точечно иммобилизованы препараты 6S
РНК (1 мкг каждой) и синтетические олигорибонуклеотиды Bs14, Bs16, Bj17, Bj24, Sm16, Sm18 и Sm23 (100 пмоль каж-
дого, отрицательные контроли, см. “Эксперим. часть”); Ec – 6S РНК E. coli; (+) – положительный контроль детекции
(DIG-меченный олигонуклеотид, 10 пмоль). Каждую мембрану гибридизовали с продуктами in vitro транскрипции на
матрице 6S РНК B. subtilis (б), S. meliloti (в) или B. japonicum (г).

(a) (б)

(в) (г)

6S PHK:

пPHK

Ec Bs Sm Bj

Bs14 Bs16 Bj17 Bj24

Sm16 Sm18 Sm23

Схема Мембрана 1, зонд: Bs DIG-пРНК

Мембрана 2, зонд: Sm DIG-пРНК Мембрана 3, зонд: Bj DIG-пРНК
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1 мМ EDTA, pH 8.0): образец нагревали до 95°C
(2 мин) и далее ступенчато охлаждали (0.5°C/10 с)
в амплификаторе t100 (Bio-Rad, США). Затем пре-
параты 6S РНК смешивали с 4 мкл буфера для
транскрипции (финальная концентрация (ф.к.):
40 мМ Tris-HCl, 150 мМ KCl, 10 мМ MgCl2, 1 мМ
DTT, 0.01% (v/v) Triton X-100, pH 7.5) и 1 мкл
(1 ед. акт.) σ70-холофермента РНКП E. coli (New
England Biolabs, США) и преинкубировали в те-
чение 10 мин при 37°C для образования комплек-
са 6S РНК с РНКП. Реакцию инициировали до-
бавлением 2 мкл смеси DIG RNA Labeling (Roche,
Швейцария, ф.к.: 1 мМ ATP, 1 мМ CTP, 1 мМ GTP,
650 мкМ UTP, 350 мкМ DIG-11-UTP, pH 7.5) с по-
следующей инкубацией при 37°C в течение 1 ч.
Реакцию останавливали добавлением 80 мкл буфе-
ра DIG Easy Hyb, прогревали 5 мин при 95°C и не-
медленно добавляли к 5 мл буфера DIG Easy Hyb.

Гибридизация и детекция. Полученный раствор
добавляли к промытой мембране и инкубировали
в течение 16 ч при комнатной температуре при
медленной ротации флакона. Дальнейшие мани-
пуляции по отмывке мембраны и детекции сигна-
лов проводили с помощью коммерческих набо-
ров DIG Wash and Block Buffer Set и DIG Detection
Kit (Roche, Швейцария) строго в соответствии с
протоколом производителя. Сигналы хемолюми-
несценции визуализировали посредством системы
гель-документации ChemiDoc XRS+ (Bio-Rad,
США). На рис. 2 представлены результаты одного
из трех независимых экспериментов (начиная со
стадии транскрипции in vitro) с наиболее четкими
сигналами люминесценции.

Подтверждение синтеза DIG-меченных пРНК.
Для подтверждения синтеза DIG-пРНК S. meliloti
и B. japonicum после окончания реакции в аликво-
ту целевой смеси (10 мкл) добавляли 10 мкл фор-
мамида, выдерживали при 95°C в течение 10 мин и
наносили в 10%-ный неденатурирующий ПААГ.
После проведения электрофореза (2 ч, 30 мА,
1× TBE) гель промывали в 0.5× TBE и с помощью
прибора Semidry Blotter (Хеликон, Россия) пере-
носили продукты реакции на положительно заря-
женную нейлоновую мембрану (Roche, Швейца-
рия). Затем РНК иммобилизовали на мембране с
помощью 1-этил-3-(3-диметиламинопропил)кар-
бодиимида (EDC) [10]. Полученную мембрану
тщательно промывали водой и далее проводили
прямую детекцию пРНК с помощью коммерческих
наборов DIG Wash and Block Buffer Set и DIG Detec-
tion Kit (Roche, Швейцария). На рис. 1б представ-
лен результат одного из двух проведенных неза-
висимых экспериментов (начиная с реакции тран-
скрипции in vitro).

БЛАГОДАРНОСТИ

Авторы выражают благодарность доц., к.х.н. Т.С. За-
цепину (Сколковский институт науки и технологий,
Россия) за синтез олигорибонуклеотидов – аналогов
пРНК.

ФОНДОВАЯ ПОДДЕРЖКА

Работа выполнена при финансовой поддержке
Российского фонда фундаментальных исследований в
рамках научного проекта № 19-04-00791.

СОБЛЮДЕНИЕ ЭТИЧЕСКИХ СТАНДАРТОВ

Настоящая статья не содержит описания каких-ли-
бо исследований с участием людей и использованием
животных в качестве объектов исследований.

КОНФЛИКТ ИНТЕРЕСОВ

Авторы заявляют об отсутствии конфликта инте-
ресов.

СПИСОК ЛИТЕРАТУРЫ
1. Chen J., Wassarman K.M., Feng S., Leon K., Feklistov A.,

Winkelman J.T., Li Z., Walz T., Campbell E.A., Darst S.A. //
Mol. Cell. 2017. V. 68. P. 388–397. 
https://doi.org/10.1016/j.molcel.2017.09.006

2. Wassarman K.M.// Microbiol. Spectrum. 2018. V. 6. № 3. 
https://doi.org/10.1128/microbiolspec.RWR-0019-2018

3. Wassarman K.M., Saecker R.M. // Science. 2006. V. 314.
P. 1601–1603. 
https://doi.org/10.1126/science.1134830

4. Буренина О.Ю., Елкина Д.А., Хартманн Р.К., Орец-
кая Т.С., Кубарева Е.А. // Биохимия. 2015. Т. 80.
С. 1641–1661. [Burenina O.Y., Elkina D.A., Hartmann R.K.,
Oretskaya T.S., Kubareva E.A. // Biochemistry (Mosc).
2015. V. 80. P. 1429–1446.] 
https://doi.org/10.1134/S0006297915110048

5. Wehner S., Damm K., Hartmann R.K., Marz M. // RNA
Biol. 2014. V. 11. P. 1467–1478. 
https://doi.org/10.4161/rna.29894

6. Wurm R., Neusser T., Wagner R. // Biol. Chem. 2010.
V. 391. P. 187–196. 
https://doi.org/10.1515/BC.2010.018

7. Beckmann B.M., Hoch P.G., Marz M., Willkomm D.K.,
Salas M., Hartmann R.K. // EMBO J. 2012. V. 31.
P. 1727–1738. 
https://doi.org/10.1038/emboj.2012.23

8. Hoch P.G., Schlereth J., Lechner M., Hartmann R.K. //
RNA. 2016. V. 22. P. 614–622. 
https://doi.org/10.1261/rna.055616.115

9. Elkina D.A., Weber L., Lechner M., Burenina O.Y.,
Kubareva E.A., Hartmann R.K., Klug G. // RNA Biol.
2017. V. 14. P. 1627–1637. 
https://doi.org/10.1080/15476286.2017.1342933

10. Damm K., Bach S., Müller K.M., Klug G., Burenina O.Y.,
Kubareva E.A., Grünweller A., Hartmann R.K. // Methods
Mol. Biol. 2015. V. 1296. P. 41–51. 
https://doi.org/10.1007/978-1-4939-2547-6_5



БИООРГАНИЧЕСКАЯ ХИМИЯ  том 47  № 2  2021

ДЕТЕКЦИЯ МАЛЫХ пРНК – ПРОДУКТОВ ТРАНСКРИПЦИИ 6S РНК 275

11. Burenina O.Y., Hoch P.G., Damm K., Salas M.,
Zatsepin T.S., Lechner M., Oretskaya T.S., Kubareva, E.A.,
Hartmann R.K. // RNA. 2014. V. 20. P. 348–359. 
https://doi.org/10.1261/rna.042077.113

12. Beckmann B.M., Burenina O.Y., Hoch P.G., Kubareva E.A.,
Sharma C.M., Hartmann R.K. // RNA Biol. 2011. V. 8.
P. 839–849. 
https://doi.org/10.4161/rna.8.5.16151

13. Burenina O.Y., Elkina D.A., Migur M.Y., Oretskaya T.S.,
Evguenieva-Hackenberg E., Hartmann R.K., Kubare-
va E.A. // J. Microbiol. 2020. V. 58. P. 945–956. 
https://doi.org/10.1007/s12275-020-0283-1

14. Kim S.W., Li Z., Moore P.S., Monaghan A.P., Chang Y.,
Nichols M., John B. // Nucleic Acids Res. 2010. V. 38.
P. e98. 
https://doi.org/10.1093/nar/gkp1235

Detection of Small pRNA – Products of Transcription
from 6S RNA – by “Mirror-Like” Northern Blot Hybridization

O. Y. Burenina*, **, #, T. S. Oretskaya**, and E. A. Kubareva**
#Phone: +7 (495) 939-54-11; e-mail: alunit@inbox.ru

*Skolkovo Institute of Science and Technology, ul. Nobelya 3, Moscow, 121205 Russia
**Lomonosov Moscow State University, Belozersky Institute of Physico-Chemical Biology,

Leninskie gory 1, Moscow, 119991 Russia

Investigation of RNAs with a length less than 30 nucleotides, in particular, microRNAs and other extreme-
ly short non-coding RNAs, is often associated with difficulties in detecting them not only in vivo, but also
in vitro. One of these molecules is bacterial pRNA (“product RNA”) that is synthesized by RNA polymerase
on 6S RNA as a template. The classical method for identifying pRNA is Northern blot hybridization with
complementary DNA probes containing various labels and modified nucleosides. However, this method is
not suitable for searching for new pRNAs which sequences are unknown. It is also quite expensive and time-
consuming. We have proposed a new simple way to determine the fact of pRNA synthesis on the template of
6S RNA that we called “mirror-like” Northern blotting. It does not require gel electrophoresis, and the pRNA,
newly formed during transcription, act as a probe itself due to containing digoxigenin (DIG) residues. This
approach will allow fast screening of new 6S RNAs or their mutant variants for their ability to serve as tem-
plates for pRNA synthesis and the estimation of its efficacy.

Keywords: 6S RNA, pRNA, Northern blotting, digoxigenin
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Разработан подход к созданию фотоактивируемой системы CRISPR/Cas9, содержащей белок Cas9,
синтетическую 102-звенную sgРНК или пару направляющих crРНК/tracrРНК и блокирующие фо-
торасщепляемые олигодезоксирибонуклеотиды. Фоторасщепляемые олигодезоксирибонуклеоти-
ды содержали два или три фоторасщепляемых линкера в своем составе. Термическая стабильность
комплексов таких модифицированных олигонуклеотидов с направляющими РНК уменьшалась с
увеличением количества линкеров. Исследована кинетика фоторасщепления фотомодифициро-
ванных блокирующих олигодезоксирибонуклеотидов. Продемонстрирована in vitro возможность
фотоактивации геномного редактирования в результате УФ-облучения при использовании фото-
расщепляемых блокирующих олигодезоксирибонуклеотидов в системе CRISPR/Cas9.

Ключевые слова: фоторасщепляемый линкер, направляющие РНК для системы CRISPR/Cas9, фото-
блокирующий олигодезоксирибонуклеотид, фотоактивируемое редактирование генома in vitro
DOI: 10.31857/S0132342321020020

ВВЕДЕНИЕ
Облучение светом определенной длины волны

позволяет эффективно управлять активностью
различных молекулярно-биологических систем
in vitro и in vivo [1–3]. Введение светочувствитель-
ных молекул в состав олигонуклеотидов или бел-
ков дает возможность изменять их активность в
клетках с высоким пространственно-временным
разрешением. В литературе описаны конструк-
ции, которые можно активировать, например, за
счет удаления фотоблокирующей группы под дей-
ствием света, изменения их вторичной структуры в
результате смены конформации введенного фото-
чувствительного линкера или внесения разрывов в
их структуру путем гидролиза фоторасщепляемого
линкера. На сегодняшний день известны разнооб-
разные фоторегулируемые конструкции на ос-

нове малых интерферирующих РНК (siРНК) [4, 5],
микроРНК [6, 7], антисмысловых олигонуклео-
тидов [8, 9], каталитических нуклеиновых кис-
лот [10, 11], аптамеров [12], а также направляю-
щих РНК для системы CRISPR/Cas9 [13–18].

CRISPR-системы, в частности системы CRISPR/
Cas9 [19, 20], являются перспективным инстру-
ментом редактирования генома. Эффекторные
комплексы направляющих РНК и Cas-белков
позволяют вносить разрывы в заданные положе-
ния ДНК или РНК. В качестве направляющих
РНК в системе CRISPR/Cas9 используют при-
родный вариант из двух молекул РНК – crРНК,
содержащей участок связывания с ДНК-мише-
нью и участок связывания со второй молекулой
РНК, а именно tracrРНК, взаимодействующей с
белком Cas9. Другим вариантом является ис-
пользование химерной протяженной sgРНК, объ-
единяющей в себе последовательности crРНК и
tracrРНК [19].

На данный момент предложены два варианта со-
здания фотоактивируемых систем CRISPR/Cas9.
Первый вариант подразумевает создание направ-
ляющих РНК, содержащих фотогруппы в гете-
роциклических основаниях, которые блокируют
активность CRISPR-системы до облучения све-
том [13–17]. Во втором варианте используют бло-

Сокращения: CRISPR – регулярно расположенные кла-
стеры коротких палиндромных повторов (clustered regularly
interspaced short palindromic repeats); crРНК – CRISPR РНК;
PAM – мотив, прилегающий к протоспейсеру (protospacer ad-
jacent motif); PL – 1-(2-нитрофенил)-1,2-этандиол; sgРНК –
объединенная направляющая рибонуклеиновая кислота
(single guide RNA); siРНК – малые интерферирующие РНК;
tracrРНК – транс-активирующая CRISPR РНК (trans-acti-
vating CRISPR RNA).

# Автор для связи: (тел.: +7 (383) 363-51-29; факс: +7 (383)
363-51-53; эл. почта: danov@niboch.nsc.ru).
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кирующие олигонуклеотиды, содержащие один
или несколько фоторасщепляемых линкеров на
основе 1-(2-нитрофенил)-пропандиола (PL), ком-
плементарные направляющей sgРНК [18]. Такие
блокирующие олигонуклеотиды связываются с
sgРНК, образуя комплементарный дуплекс, не
позволяющий sgРНК сформировать комплекс с
ДНК-мишенью и инициировать работу системы
CRISPR/Cas9 вплоть до облучения светом.

Целью данного исследования являлась разра-
ботка фотоактивируемой системы CRISPR/Cas9,
содержащей белок Cas9, синтетическую 102-звен-
ную sgРНК или пару направляющих crРНК/
tracrРНК и блокирующие фоторасщепляемые оли-
годезоксирибонуклеотиды, и сравнительное изу-
чение влияния длины блокирующего олигонук-
леотида и количества фоторасщепляемых линке-
ров в его составе на эффективность активации
обоих вариантов систем.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Для создания фотоактивируемой системы

CRISPR/Cas9 нами были синтезированы фото-
расщепляемые олигодезоксирибонуклеотиды,
комплементарные фрагменту направляющей РНК
в области связывания с ДНК-мишенью по анало-
гии с работой Jain et al. [18].

Для введения фоторасщепляемого линкера был
синтезирован фосфитамид на основе 1-(2-нитро-
фенил)-1,2-этандиола (PL) [4, 8]. С его использо-
ванием в ходе автоматического твердофазного фос-
фитамидного синтеза была получена серия фото-
расщепляемых олигодезоксирибонуклеотидов,
комплементарных фрагменту направляющей РНК,
участвующей в образовании комплекса с ДНК-
мишенью (табл. 1). Кроме того, были получены
немодифицированные олигодезоксирибонуклео-

тиды такой же последовательности, не содержа-
щие фоторасщепляемых линкеров.

Все олигодезоксирибонуклеотиды и их произ-
водные выделяли методом препаративного гель-
электрофореза. Следует отметить, что электрофо-
ретическая подвижность олигодезоксирибонуклео-
тидов, содержащих фоторасщепляемый линкер,
была меньше в сравнении с подвижностью немоди-
фицированных олигодезоксирибонуклеотидов с
такой же нуклеотидной последовательностью.
Строение олигонуклеотидов подтверждали ме-
тодом MALDI-TOF-масс-спектрометрии (табл. 1).
Олигодезоксирибонуклеотиды, содержащие фо-
торасщепляемый линкер, скорее всего, гидроли-
зуются по положениям введения фоторасщепляе-
мых линкеров в процессе ионизации лазером, в
результате чего не удалось получить спектры це-
лых молекул. В масс-спектрах обнаруживали лишь
пики, соответствующие массам фрагментов олиго-
дезоксирибонуклеотидов, образующихся при гид-
ролизе.

Кинетику расщепления олигодезоксирибону-
клеотидов, содержащих фоторасщепляемые лин-
керы, исследовали путем анализа облученных в
течение определенного времени светом с длиной
волны 365 нм водных растворов их 5'-флуоресце-
ин-модифицированных аналогов методом дена-
турирующего гель-электрофореза с флуоресцент-
ной визуализацией геля (рис. 1а).

Сравнительное исследование расщепления флу-
оресцентно-меченых олигодезоксирибонуклеоти-
дов (B30_PL3_F и B30_PL2_F), содержащих фо-
торасщепляемые линкеры, показало, что полное
расщепление обоих олигодезоксирибонуклеотидов
происходит уже через 5 мин облучения (рис. 1б).
При этом полное расщепление олигодезоксири-
бонуклеотида с тремя фотолабильными вставка-
ми происходит быстрее.

Таблица 1. Последовательности и молекулярные массы блокирующих олигодезоксирибонуклеотидов

* По данным MALDI-TOF-масс-спектрометрии. Прочерком обозначены случаи, когда не удалось зарегистрировать масс-
спектр.
PL – фоторасщепляемый линкер на основе 1-(2-нитрофенил)-1,2-этандиола; Flu – остаток флуоресцеина, введенный по
5'-фосфату через аминогексильный линкер.

Шифр Последовательность, 5'–3'
Молекулярная масса

рассчитано найдено*

B20_PL3 TTTTTT-PL-ACAAA-PL-TTGAG-PL-TTATCC 7421.71 –

B30_PL2 GCTCTAAAAC-PL-TTTTTTACAA-PL-ATTGAGTTAT 9657.20 –

B30_PL3 GCTCTAAA-PL-ACTTTTT-PL-TACAAAT-PL-TGAGTTAT 9901.32 –

B30_PL2_F Flu-GCTCTAAAAC-PL-TTTTTTACAA-PL-ATTGAGTTAT 10225.69 –

B30_PL3_F Flu-GCTCTAAA-PL-ACTTTTT-PL-TACAAAT-PL-TGAGTTAT 10 469.81 –

B20 TTTTTTACAAATTGAGTTATCC 6689.36 6690.34

B30 GCTCTAAAACTTTTTTACAAATTGAGTTAT 9168.94 9169.02
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В качестве направляющих РНК для системы
CRISPR/Cas9 автоматическим твердофазным
фосфитамидным методом были синтезированы
102-звенная sgРНК и пара crРНК/tracrРНК
(табл. 2).

С использованием плазмиды pBS2SKM Psp2
TTG на основе вектора pBluescript II SK(–) со
вставкой протоспейсерной последовательности и
PAM (5'-TGG-3') в качестве ДНК-мишени прово-
дили исследование способности фоторасщепляе-
мых олигодезоксирибонуклеотидов, комплемен-
тарных направляющей РНК, блокировать работу
системы CRISPR/Cas9 до облучения и активиро-
вать ее действие после облучения. Блокирующие
олигонуклеотиды были сконструированы таким
образом, чтобы образовывать комплементарный
дуплекс с направляющей РНК и препятствовать

формированию комплекса с двуцепочечной ДНК-
мишенью (плазмидой) (рис. 2).

В результате облучения блокирующий олиго-
дезоксирибонуклеотид гидролизуется по сайтам
введения фоторащепляемых линкеров, и РНК вы-
свобождается из дуплекса, после чего запускается
действие системы CRISPR/Cas9.

Предварительно была проверена термическая
стабильность дуплексов блокирующих олигодез-
оксирибонуклеотидов, содержащих фоторасщеп-
ляемые линкеры, с направляющей РНК на при-
мере crРНК (рис. 3).

Сравнительное исследование показало, что
введение фоторасщепляемых линкеров уменьшает
термическую стабильность дуплексов блокирую-
щих олигонуклеотидов с crРНК, при этом увели-
чение числа линкеров также отрицательно ска-

Рис. 1. (а) – Пример электрофоретического анализа расщепления флуоресцентно-меченых фотомодифицированных
олигодезоксирибонуклеотидов B30_PL3_F и B30_PL2_F; (б) – кинетические кривые расщепления B30_PL3_F и
B30_PL2_F.
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Таблица 2. Последовательности химически синтезированных направляющих РНК

* Подчеркнута область взаимодействия с двуцепочечной ДНК-мишенью.

РНК (длина) Последовательность олигорибонуклеотида*, 5'–3'

sgРНК (102 нт) GGAUAACUCAAUUUGUAAAAAAGUUUUAGAGCUAGAAAUAGCAAGUUAAAAUAAGG-
CUAGUCCGUUAUCAACUUGAAAAAGUGGCACCGAGUCGGUGCUUUU

crРНК (42 нт) AUAACUCAAUUUGUAAAAAAGUUUUAGAGCUAUGCUGUUUUG

tracrРНК (74 нт) AACAGCAUAGCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCAACUUGAAAAAGUGGCAC-
CGAGUCGGUGCUUUUUUU
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зывается на стабильности. Как и ожидалось, бо-
лее протяженные олигодезоксирибонуклеотиды
формировали более стабильные дуплексы.

В результате исследования расщепления плаз-
мидной ДНК белком Cas9 в присутствии направ-
ляющих РНК и блокирующих ДНК оказалось, что
необходим достаточно большой избыток блокиру-
ющих ДНК для ингибирования системы CRISPR/
Cas9. Так, 10-кратный избыток блокирующего оли-
гонуклеотида B30 снижал эффективность расщеп-
ления мишени лишь незначительно (рис. 4). Для

сравнительного исследования нами был выбран
вариант с использованием 100-кратного избытка
блокирующих олигодезоксирибонуклеотидов.

При расщеплении суперскрученной плазмид-
ной ДНК белком Cas9 в присутствии направляю-
щих РНК регистрировали образование в основном
линейной формы плазмиды и незначительное ко-
личество релаксированной формы плазмиды, со-
держащей один ник (разрыв в одной из цепей)
(рис. 5а, 5б). Результаты сравнительного анализа
расщепления ДНК-мишени показали, что в боль-

Рис. 2. Система CRISPR/Cas9, включающая двуцепочечную ДНК-мишень, направляющие РНК и блокирующие фо-
торасщепляемые ДНК до облучения (а, в) и после облучения (б, г). (а, б) – Система, содержащая пару направляющих
crРНК/tracrРНК; (в, г) – система, содержащая химерную направляющую sgРНК.
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Рис. 3. Температуры плавления структурированной РНК-мишени (crРНК) и ее дуплексов с блокирующими олиго-
нуклеотидами (B20 и B30) и их фотомодифицированными аналогами (B20_PL3, B30_PL2 и B30_PL3). Условия см. в
“Эксперим. части”.
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шей степени снижается активность CRISPR-
системы при использовании 30-звенных блокиру-
ющих олигонуклеотидов по сравнению с 20-звен-
ными олигонуклеотидами, что согласуется со ста-
бильностью их гетеродуплексов с crРНК. Введение
фотолабильных модификаций в структуру бло-
кирующих олигонуклеотидов снижает уровень ин-
гибирования действия CRISPR-системы. При этом
наблюдали более высокий уровень ингибирова-
ния для комплексов Cas9 с sgРНК. Во всех случа-
ях облучение светом длиной волны 365 нм в тече-
ние 30 мин позволяло восстановить активность
CRISPR-системы (рис. 5в, 5г).

Кинетический анализ расщепления плазмиды
также проводили, используя 100-кратный избы-
ток блокирующих олигодезоксирибонуклеотидов
по отношению к направляющим РНК (рис. 6).

При использовании блокирующих фоторасщеп-
ляемых олигодезоксирибонуклеотидов B30_PL3 и
B30_PL2 наблюдали значительное снижение уров-
ня расщепления мишени. Облучение олигонук-
леотида с тремя фотолинкерами в течение 30 мин
приводило к практически полному восстановле-
нию активности CRISPR-системы, в то время как
облучение олигонуклеотидов с двумя линкерами
восстанавливало уровень расщепления лишь ча-
стично.

Полученные результаты позволяют сделать за-
ключение, что предложенная система CRISPR/
Cas9 может быть использована для фотоконтро-
лируемого редактирования генов in vitro. Для ис-

пользования этой системы in vivo необходимы
дополнительные исследования с учетом особен-
ностей проведения геномного редактирования в
живых клетках.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Материалы. В работе были использованы сле-
дующие реактивы: перхлорат натрия, N-метили-
мидазол (Acros Organics, США); 4,4'-диметок-
ситритилхлорид (Alfa Aesar, США), полимеры с
присоединенным первым нуклеозидным звеном,
5'-O-(4,4'-диметокситритил), 2'-O-третбутилди-
метилсилил-N-ацетилзащищенные рибонуклео-
зид-3'-фосфитамиды, 5'-O-(4,4'-диметокситритил),
5'-O-(4,4'-диметокситритил)-N-ацетилзащищен-
ные дезоксирибонуклеозид-3'-фосфитами-
ды (ChemGenes, США); краситель “Stains-all”,
персульфат аммония, дихлоруксусная кислота,
акриламид, N,N '-метиленбисакриламид, 2,6-лу-
тидин, бромистый этидий, Трис(гидроксиме-
тил)аминометан (Fluka, Швейцария); фосфита-
мид флуоресцеина (GlenResearch, США); моче-
вина, 40%-ный водный раствор метиламина,
молекулярные сита “Trap-PacTM Molecular Sieve
Bag” 3 Å (Millipore, США); агароза (MP, США);
ацетон, пиридин, тетрагидрофуран, формамид,
пропионовый ангидрид (PanReac, Испания); кси-
ленцианол FF, бромфеноловый синий, N,N,N',N'-
этилендиаминтетрауксусная кислота (Serva, Герма-
ния); 1-(2-нитрофенил)-1,2-этандиол, триэтил-
амин, 5-этилтио-1H-тетразол, триэтиламинтри-
гидрофторид, этокситриметилсилан, 2-цианоэтил-
N,N,N',N'-тетраизопропилфосфитамид (Sigma-Al-
drich, США); хлористый метилен, бикарбонат на-
трия, йод кристаллический, гексан (Реахим, Рос-
сия); ацетонитрил (ХимМед, Россия), а также
другие реактивы и растворители отечественного и
зарубежного производства.

Рекомбинантная эндонуклеаза Cas9 и плазми-
да pBS2SKM Psp2 TTG на основе вектора pBlue-
script II SK(–) со вставкой протоспейсерной по-
следовательности и PAM (5'-TGG-3') получены
согласно стандартному протоколу [21].

Оборудование. Все водные растворы были при-
готовлены с использованием деионизованной во-
ды, полученной с помощью прибора Millipore
Simplicity System (Millipore, США). Концентри-
рование растворов олигонуклеотидов произво-
дили на вакуумном концентраторе Concentrator
Plus (Eppendorf, США). Осажденные из раство-
ров олигонуклеотиды центрифугировали на цен-
трифугах MiniSpin Plus (Eppendorf, Германия).
Перемешивание растворов осуществляли с помо-
щью Thermomixer Comfort (Eppendorf, Германия).
Оптическую плотность растворов олигонуклео-
тидов измеряли на спектрофотометре NanoDrop
1000 (Thermo Scientific, США). Тонкослойную хро-

Рис. 4. Анализ расщепления плазмидной ДНК-ми-
шени комплексами crРНК/tracrРНК/Cas9 и
sgРНК/Cas9 в присутствии 10-кратного (1 : 10) и
100-кратного (1 : 100) избытка 30-звенного блокиру-
ющего немодифицированного олигодезоксирибону-
клеотида B30. Условия см. в “Эксперим. части”.
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матографию проводили на пластинках DC-Alufo-
lien Kieselgel 60 F254 (Merck, Германия).

Синтез 2-О-4,4'-диметокситритил-1-(2-нитро-
фенил)-1,2-этандиола (I). Синтез проводили по
аналогии с работами Ji et al. [4] и Tang et al. [8] с
небольшими изменениями. К раствору 200 мг
1-(2-нитрофенил)-1,2-этандиола (1.1 ммоль) в
1 мл абс. пиридина добавляли раствор 406.6 мг
4,4'-диметокситритилхлорида (1.2 ммоль) в 3 мл
абс. пиридина и проводили реакцию в течение
часа. За глубиной протекания реакции следили с
помощью тонкослойной хроматографии (систе-
ма А этилацетат : гексан, 2 : 8). После прохожде-
ния реакции добавляли 0.5 мл метанола для разло-
жения избытка 4,4'-диметокситритилхлорида. Ре-
акционную смесь после упаривания растворяли в
хлористом метилене и проводили экстракцию на-
сыщенным раствором NaHCO3. Объединенные
органические слои сушили безводным Na2SO4 и
упаривали досуха. Выделение продукта проводили
методом колоночной хроматографии на силикаге-

ле в градиенте концентрации этилацетата в гекса-
не (0–35%). Rf 0.11. Выход реакции составил 85%.

1H-ЯМР (500 MГц, CDCl3) δ, м.д.: 7.85 (d, 1H),
7.82 (d, 1H), 7.62 (t, 1H), 7.42–7.35 (m, 3H), 7.30–
7.16 (m, 11H), 6.78 (m, 4H), 5.50 (dd, 1H), 3.78 (s,
7H), 3.62 (dd, 1H), 3.16 (dd, 1H).

Синтез 1-(2-циано-N,N-диизопропилфосфит-
амид)-2-О-4,4'-диметокситритил-1-(2-нитрофенил)-
1,2-этандиола (II). Синтез проводили по анало-
гии с работой Ji et al. [4] с небольшими изменени-
ями. К раствору 480 мг (1 ммоль) соединения (I) в
3 мл абс. ацетонитрила добавляли раствор, содер-
жавший 195 мг 5-этилтиотетразола в 1.2 мл абсо-
лютного ацетонитрила и 300 мкл N,N-диизопро-
пилэтиламина, а затем 625 мкл (2 ммоль) 2-циа-
ноэтил-N,N,N ',N '-тетраизопропилфосфитамида.
За прохождением реакции следили с помощью
ТСХ (система Б хлороформ : гексан : этилацетат,
4 : 4 : 2). После прохождения реакции к реакцион-
ной смеси добавляли 6 мл этилацетата, раствор
над осадком отбирали, осадок промывали не-

Рис. 5. Электрофореграммы продуктов расщепления ДНК-мишени (релаксированной формы плазмиды, содержащей
один ник (одноцепочечный разрыв), и линейной формы плазмиды, содержащей двуцепочечный разрыв) комплекса-
ми crРНК/tracrРНК (а) и sgРНК (б) с Cas9 в присутствии 30-звенных блокирующих олигодезоксирибонуклеотидов.
K1 – исходная ДНК-мишень, K2 – продукты расщепления ДНК-мишени белком Cas9 в присутствии соответствую-
щих направляющих РНК. Анализ расщепления плазмидной суперскрученной ДНК-мишени белком Cas9 с парой на-
правляющих crРНК/tracrРНК или с направляющей sgРНК в присутствии 100-кратного избытка фоточувствительных
блокирующих 30-звенных (в) и 20-звенных (г) олигодезоксирибонуклеотидов до и после облучения светом с длиной
волны 365 нм.
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сколько раз этилацетатом. Реакционную смесь
экстрагировали насыщенным водным раствором
NaHCO3. Объединенные органические слои су-
шили безводным Na2SO4, фильтровали и упари-
вали досуха. Продукт выделяли из реакционной
смеси методом колоночной хроматографии на
силикагеле в градиенте концентрации этилацета-
та в гексане (0–30%). Rf 0.80. Выход реакции со-
ставил 61%.

1H-ЯМР (300 MГц, CDCl3) δ, м.д.: 7.89 (d, 1H),
7.80–7.76 (d, 1H), 7.59–7.51 (t, 2H), 7.41–7.33 (m,
3H), 7.29–7.10 (m, 13H), 6.80–6.72 (m, 5H), 5.81–
5.72 (m, 1H), 3.90–3.80 (m, 10H), 3.56–3.38 (m,
3H), 3.27–3.20 (m, 1H), 2.63–2.38 (m, 2H), 2.04–
1.02 (m, 1H), 1.28–1.11 (m, 12H), 0.94–0.80 (d, 7H).
31P-ЯМР (150 MГц, CDCl3) δ 150.1.

Фосфитамидный синтез олигонуклеотидов. Оли-
гонуклеотиды были получены на автоматическом
ДНК/РНК-синтезаторе ASM-800 (Биоссет, Рос-
сия) твердофазным фосфитамидным методом в
реакторах объемом 50 мкл согласно оптимизиро-
ванному для данного прибора синтетическому про-
токолу. Введение фосфитамида (II) в олигодезок-
сирибонуклеотиды проводили с использованием
его 0.1 М раствора в абс. ацетонитриле в течение
30 мин. Флуоресцеин вводили на 5'-конец олиго-
нуклеотидов в ходе фосфитамидного синтеза по
протоколу, рекомендованному производителем.
Олигонуклеотиды деблокировали и отделяли от
полимерного носителя 40%-ным раствором ме-
тиламина в течение 15 мин (20 мин для 102-звенно-
го олигорибонуклеотида) при 65°C и постоянном
перемешивании или, в случае 5'-флуоресцеин-

Рис. 6. Кинетические кривые расщепления плазмидной ДНК-мишени комплексом crРНК/tracrРНК/Cas9 в присут-
ствии блокирующих олигодезоксирибонуклеотидов B30_PL3 (а) и B30_PL2 (б) и комплексом sgРНК/Cas9 в присут-
ствии блокирующих олигодезоксирибонуклеотидов B30_PL3 (в) и B30_PL2 (г).
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содержащих олигонуклеотидов, 30%-ным вод-
ным раствором аммиака при комнатной темпера-
туре в течение 16 ч. В случае олигорибонуклеоти-
дов удаление 2'-O-TBDMSi-защитных групп с
олигорибонуклеотидов проводили с использова-
нием свежеприготовленного раствора N-метил-
пирролидинон : Et3N : Et3N ⋅ 3HF (1.5 : 0.75 : 1,
v/v/v) при 65°C при перемешивании в течение 1.5 ч,
добавляли этокситриметилсилан, через 10 мин
проводили осаждение олигорибонуклеотидов ди-
этиловым эфиром.

Анализ гомогенности олигонуклеотидов. Гомо-
генность полученных олигонуклеотидов подтвер-
ждали методом гель-электрофореза в 12%-ном
(акриламид : N,N '-метиленбисакриламид 30 : 0.5)
или 15%-ном (акриламид : N,N'-метиленбисакрил-
амид 29 : 1) ПААГ в денатурирующих условиях
(8 М мочевина, 50 мМ Трис-H3BO3, pH 8.3, 0.1 M
Na2ЭДТА). Для нанесения на гель использова-
ли 5 мкл раствора 8 М мочевины с содержанием
0.025% ксиленцианолового FF. Для визуализации
олигонуклеотидов использовали раствор краси-
теля “Stains-all”, приготовленный из 50 мг краси-
теля “Stains-all” и 100 мл смеси вода–формамид
(1 : 1). После окрашивания гели сушили на при-
боре GelDryer model 583 (Bio-Rad, США).

Выделение олигонуклеотидов и их конъюгатов
методом препаративного гель-электрофореза. Де-
блокированные олигонуклеотиды и конъюгаты
выделяли с помощью препаративного гель-элек-
трофореза в денатурирующем 12%-ном или 15%-
ном ПААГ в вышеуказанных условиях. Визуали-
зировали олигонуклеотиды в геле при наложении
геля на пластину DC-Alufolien Kieselgel 60 F254
(Merck, Германия) в свете УФ-лампы (λ = 254 нм).
В случае фоточувствительных олигодезоксирибо-
нуклеотидов во избежание активации реакции
расщепления под воздействием УФ-излучения
закрывали стеклом основную часть геля, содер-
жавшую продукт, оставляя только небольшую его
часть, достаточную для визуализации. Олигонук-
леотиды элюировали из геля 0.3 М раствором
перхлората натрия или, в случае протяженных
РНК, 0.3 М раствором ацетата натрия (pH 5.2),
после чего проводили обессоливание с использо-
ванием Tet-Pak C18 Cartrige (Millipore, США) или
осаждение спиртом соответственно.

Осаждали олигонуклеотиды из водных раство-
ров в виде натриевых солей десятикратным объе-
мом 2%-ного раствора перхлората натрия в ацето-
не. Протяженные олигорибонуклеотиды осаждали
из 0.3 M раствора ацетата натрия (рН 5.2) четырех-
кратным объемом этилового спирта при –20°C как
минимум в течение 2 ч. Супернатант после цен-
трифугирования отбирали, осадок промывали
охлажденным 80%-ным этиловым спиртом и су-
шили досуха на воздухе.

Исследование кинетики расщепления фотомоди-
фицированных олигодезоксирибонуклеотидов при
облучении. Олигодезоксирибонуклеотиды, содер-
жащие фоторасщепляемые линкеры и остаток флу-
оресцеина на 5'-конце (B30_PL2_F и B30_PL3_F), в
виде растворов с концентрацией 10 мкМ в воде
или в буфере (20 мМ HEPES, pH 7.5, 100 мМ KCl,
1 мМ дитиотреитол, 0.5 мМ Na2ЭДТА, 2 мМ MgCl2,
25% глицерина) облучали светом с длиной волны
365 нм в течение 1, 2, 5, 10, 15 и 30 мин. Продукты
расщепления анализировали в денатурирующем
15%-ном ПААГ с последующей визуализацией
УФ-облучением на длине волны 312 нм с исполь-
зованием прибора для гель-документации Quan-
tum Vilber Lourmat (Vilber Lourmat, Франция). Для
получения количественных характеристик изоб-
ражения переводили в цифровую форму в про-
граммном пакете Quantity Оne (Bio-Rad, США).
Долю расщепления модифицированного олиго-
дезоксирибонуклеотида рассчитывали в программ-
ном продукте Microsoft Excel. Параметры рассчи-
тывали в программном пакете GraphPad Prism
5.0.4.533 (GraphPad, США) с использованием урав-
нения:

где fa – доля продукта реакции, Pst – доля продук-
та при переходе реакции в стационарную фазу
(предельная степень расщепления), k1 – констан-
та реакции псевдопервого порядка, t – время ре-
акции.

Термическая денатурация дуплексов направля-
ющих РНК с блокирующими олигодезоксирибонук-
леотидами. Дифференциальные кривые термиче-
ской денатурации дуплексов были получены на
установке с терморегулируемой оптической кю-
ветой на базе спектрофотометра Cary 300 BioMelt
(Varian Inc., Австралия). Концентрации олиго-
нуклеотидных компонентов 1 мкМ в буфере 0.1 М
NaCl, 10 мМ какодилат натрия (рН 7.4), 1 мМ
Na2ЭДTA. Изменение температуры проводили со
скоростью 0.5°С/мин. Детекцию поглощения осу-
ществляли на двух длинах волн (260 и 270 нм).
Обработку кривых термической денатурации и
ренатурации проводили с использованием про-
граммного обеспечения Microsoft Office 2010
(Microsoft Corporation, США). Температуры
плавления были определены как максимумы
первых производных кривых плавления по тем-
пературе.

Расщепление плазмидной ДНК белком Cas9 в
присутствии направляющих РНК. Реакцию прово-
дили в 10 мкл раствора, содержавшего 20 мМ
HEPES (pH 7.5), 100 мМ KCl, 1 мМ дитиотреитол,
0.5 мМ Na2ЭДТА, 2 мМ MgCl2, 25% глицерина.
Контрольный раствор содержал все компонен-
ты, кроме направляющей РНК и белка Cas9.

( )11 ,k t
a stf P e= −
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Первоначально проводили сборку эффекторного
комплекса. Для этого в буфер добавляли 1.35 мкл
(1 мкМ, 1.35 пмоль) направляющей РНК, а в случае
пары направляющих crРНК/tracrРНК – по 1.35 мкл
(1 мкМ, 1.35 пмоль) каждой РНК и 0.602 мкл рас-
твора белка Cas9 (2.24 мкМ, 1.35 пмоль) в 50-крат-
ном избытке по отношению к плазмиде pBS2SKM.
Растворы перемешивали и инкубировали 15 мин
при 37°C. Пары crРНК/tracrРНК до добавления
Cas9 предварительно инкубировали 5 мин при
90°C и охлаждали до 25°C. Затем в каждую пробир-
ку добавляли 1 мкл раствора (50 нг/мкл, 27 фмоль)
плазмиды pBS2SKM, содержащей протоспейсер
и последовательность PAM (5'-TGG-3'). Переме-
шивали реакционные смеси и инкубировали в те-
чение часа при 37°C в условиях отсутствия прямо-
го солнечного света. Для остановки реакции к ре-
акционной смеси добавляли 2.5 мкл раствора,
содержавшего 250 мМ Na2ЭДТА, 1.2% SDS, 0.01%
бромфенолового синего и 30% глицерина.

При анализе активности CRISPR-систем в
присутствии блокирующих олигодезоксирибону-
клеотидов сначала инкубировали 5 мин при 90°C
гетеродуплекс 1.35 мкл направляющей crРНК или
sgРНК (1 мкМ, 1.35 пмоль) с эквимолярным коли-
чеством блокирующего олигонуклеотида или с 10-
или 100-кратным его избытком, добавляя 1.35 мкл
1, 10 или 100 мкМ раствора блокирующего олиго-
дезоксирибонуклеотида соответственно, и осту-
жали до 25°C. Затем добавляли Cas9 и инкубиро-
вали эффекторный рибонуклеопротеиновый
комплекс 15 мин при 37°C.

Дезактивацию блокирующих фоторасщепля-
емых олигодезоксирибонуклеотидов проводили
путем облучения их растворов в течение 30 мин
УФ-светом (λ = 365 нм).

Исследование кинетики расщепления плазмид-
ной ДНК белком Cas9 в присутствии направляю-
щих РНК. Реакцию проводили в 85 мкл раствора,
содержавшего 20 мМ HEPES (pH 7.5), 100 мМ
KCl, 1 мМ дитиотреитол, 0.5 мМ Na2ЭДТА, 2 мМ
MgCl2, 25% глицерина. Для сборки эффекторно-
го комплекса в буфер добавляли 3.5 мкл (1 мкМ,
3.5 пмоль) направляющей sgРНК, а в случае па-
ры направляющих crРНК/tracrРНК – по 3.5 мкл
(1 мкМ, 3.5 пмоль) каждой РНК, и 1.56 мкл раство-
ра белка Cas9 (5.8 мкМ, 3.5 пмоль) в 15-кратном
избытке по отношению к плазмиде pBS2SKM.
Растворы перемешивали и инкубировали 15 мин
при 37°C. Пары crРНК/tracrРНК до добавления
Cas9 предварительно инкубировали 5 мин при
90°C и остужали до 25°C. При анализе активности
CRISPR-систем в присутствии блокирующих оли-
годезоксирибонуклеотидов сначала инкубировали
5 мин при 90°C гетеродуплекс 3.5 мкл направляю-
щей crРНК или sgРНК (1 мкМ, 3.5 пмоль) с 3.5 мкл

(100 мкМ, 0.35 нмоль, 100-кратный избыток) рас-
твора блокирующего олигодезоксирибонуклео-
тида и остужали до 25°C. После этого добавляли
1.56 мкл раствора Cas9 (5.8 мкМ, 3.50 пмоль) и
инкубировали комплекс 15 мин при 37°C. Анало-
гичным образом готовили растворы, содержащие
блокирующие фоторасщепляемые олигодезокси-
рибонуклеотиды, дезактивированные УФ-облу-
чением в течение 30 мин (λ = 365 нм).

После сборки эффекторного комплекса в
каждую пробирку добавляли 8.5 мкл раствора
(50 нг/мкл, 0.233 пмоль) плазмиды pBS2SKM.
Реакционные смеси перемешивали и инкубиро-
вали в течение 1.5 ч при 37°C в условиях отсут-
ствия прямого солнечного света. Для остановки
реакции отбирали аликвоты 10 мкл через 2, 5, 10,
20, 30, 45, 60 и 90 мин и добавляли их в пробирки с
2.5 мкл раствора, содержавшего 250 мМ Na2ЭДТА,
1.2% SDS, 0.01% бромфенолового синего и 30%
глицерина.

Анализ эффективности расщепления плазмиды.
Эффективность реакции расщепления суперскру-
ченной формы плазмиды до релаксированнной и
линейной форм плазмиды белком Cas9 в присут-
ствии направляющих РНК анализировали мето-
дом гель-электрофореза в 1%-ном агарозном геле
в TAE-буфере (4 мМ Трис, 3 мМ CH3COOH,
0.07 мМ Na2ЭДТА) с добавлением 2.5 мкл этидий
бромида (концентрация – 10 мг/мл). На гель на-
носили 10 мкл реакционной смеси в Quenching
Buffer (250 мМ Na2ЭДТА, 1.2% SDS, 0.01% бром-
фенолового синего и 30% глицерина). Для кон-
троля подвижности в геле продуктов расщепле-
ния использовали ДНК-маркер 1 kb, длина фраг-
ментов от 250 до 10000 п.н. (СибЭнзим, Россия).
Проводили визуализацию с использованием си-
стемы гель-документации Quantum (Vilber Lour-
mat, Франция). Для получения количественных
характеристик изображения переводили в циф-
ровую форму в программном пакете Quantity Оne
(Bio-Rad, США).

Долю расщепления плазмиды рассчитывали
по следующим формулам:

где  – суммарное расщепление плазмиды;
NdsDNA – расщепление двух цепей ДНК плазмиды;
NssDNA – расщепление одной цепи ДНК плазмиды;
Iлин – интенсивность полосы, соответствующей ли-
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нейной форме плазмиды; Iрел – интенсивность по-
лосы, соответствующей релаксированной форме
плазмиды; Iсуперск – интенсивность полосы, соот-
ветствующей суперскрученной форме плазмиды;
k = 1.14 – коэффициент эффективности окрашива-
ния суперскрученной формы ДНК относительно
релаксированной формы [22].
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Photoactivatable System CRISPR/Cas9
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The approach to design of photoactivatable CRISPR/Cas9 system consisted of Cas9 protein, synthetic 102-nt
sgRNA or pair of guide crRNA/tracrRNA and blocking photocleavable oligodeoxyribonucleotides was de-
veloped. Photocleavable oligodeoxyribonucleotides contained two or three photodegradable linkers in their
structure. Thermal stability of complexes of these modified oligonucleotides with guide crRNA decreased
upon increasing of linker quantity. Kinetic of photomodified oligodeoxyribonucleotides cleavage was inves-
tigated. The possibility of in vitro photoactivation gene editing after UV-irradiation using photomodified
blocking oligodeoxyribonucleotides in CRISPR/Cas9 system was demonstrated.

Keywords: photocleavable linker, guide RNAs for CRISPR/Cas9 system, photoblocking oligodeoxyribonucleotide,
photoactivatable gene editing in vitro
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Установлено, что наличие свободной ОН-группы на 3'-концевом остатке замещенного этиленгли-
колевого фрагмента в составе производного фосфорилгуанидинового олигодезоксирибонуклеоти-
да является фактором, определяющим нестабильность структуры целевого олигонуклеотидного
продукта в условиях стандартного протокола деблокирования. Показано, что основными побочны-
ми продуктами реализации такого анхимерного эффекта ОН-группы являются продукты реакции
трансэтерификации фосфорилгуанидинового (ФГ) звена, несущего остаток O-замещенного эти-
ленгликоля. Данные масс-спектрометрического анализа показывают, что в щелочных условиях
происходит накопление производных, лишенных остатка N,N,N ',N '-замещенного гуанидина
(1,3-диметилимидазолидин-2-имин, DMI), либо всего 3'-концевого ФГ-содержащего ненуклео-
тидного звена.

Ключевые слова: модифицированные олигонуклеотиды, фосфорилгуанидины, масс-спектрометрия,
анхимерный эффект
DOI: 10.31857/S0132342321020093

ВВЕДЕНИЕ

На сегодняшний день широкий спектр науч-
но-исследовательских и прикладных задач тем
или иным образом задействует аналоги нуклеи-
новых кислот (НК) – синтетические олигонук-
леотиды (ON), которые при помощи различных
химических модификаций наделяют необходи-
мыми дополнительными функциональными свой-
ствами. Введение химических модификаций в ON
позволяет “регулировать” их свойства в соответ-
ствии с решаемой задачей [1, 2]. Например, ста-
бильность ON по отношению к нуклеазам дости-
гается при введении фосфотиоатных [3], 2'-ОМе-
и 2'-F-нуклеотидных звеньев [4]. Для повышения
сродства олигонуклеотида к комплементарной НК-

мишени используют различные модификации уг-
леводофосфатного остова (например, “замкнутые”
нуклеотидные звенья [5]). Наличие пептидилнукле-
иновых остатков [6], морфолиновых нуклеоти-
дов [7] или фосфорилгуанидиновых остатков [8, 9] в
составе ON приводит к эффективной гибридиза-
ции ON с НК-мишенью в условиях растворов с
низкой ионной силой. Введение различных не-
нуклеотидных вставок в состав ON направлен-
но изменяет их гибридизационные свойства [10].
Олигонуклеотиды, несущие остаток биотина [11],
широко используют для получения фунциона-
лизированных поверхностей биосенсоров, био-
чипов и т.д.

Следует заметить, что синтез производных ON,
содержащих сразу несколько различных модифи-
каций, часто является нетривиальной задачей, тем
более в условиях стандартного автоматического
амидофосфитного синтеза олигонуклеотидов: ис-
пользование коммерчески доступных нуклеотид-
ных мономеров и полимерных носителей наклады-
вает свои ограничения. Так, мы обнаружили, что
выход целевого продукта синтеза фосфорилгуа-
нидинового олигодезоксирибонуклеотида (ФГО),
в составе которого присутствует 3'-концевая не-

Сокращения: CPG – стекло с контролируемым размером
пор; DMI – 1,3-диметилимидазолидин-2-имин, остаток
N,N,N',N'-замещенного гуанидина; ESI MS – метод масс-
спектрометрии с электроспрей-ионизацией; ON – олиго-
нуклеотид; НК – нуклеиновая кислота, префикс d (дезок-
сирибо-) опущен (если не указано иное); ОФХ – обращен-
но-фазовая хроматография; ФГ – фосфорилгуанидиновое
звено; ФГО – фосфорилгуанидиновые олигодезоксирибо-
нуклеотиды.

# Автор для связи: (эл. почта: pyshnaya@niboch.nsc.ru).

УДК 577.113(7+4)
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нуклеотидная вставка, содержащая этиленглико-
левый линкер (рис. 1), значительно ниже такового
для нативного олигонуклеотида. Ранее мы прове-
ли детальный анализ превращений, реализую-
щихся при получении ФГО в рамках автоматиче-
ского ДНК-синтеза [12]. С помощью модельных
химических соединений было установлено, что
нестабильной формой фосфорилгуанидина явля-
ется заряженный триэфирный фосфорилгуани-
диниевый фрагмент, перевод которого в электро-
нейтральную диэфирную форму обеспечивает ста-
бильность ФГ-звена в условиях деблокирования,
повышая выход целевого ON.

Данная работа направлена на исследование
проблемы существенного уменьшения выхода
целевого продукта синтеза ФГО, содержащего
3'-концевой ненуклеотидный фрагмент, и выяв-
ление факторов, обеспечивающих результатив-
ность синтеза этих производных. С использова-
нием методов масс-спектрометрического анали-
за, SDS-гель-электрофореза и обращенно-фазовой
хроматографии (ОФХ) установлено, что ФГ-зве-
но, находящееся вблизи ненуклеотидной вставки
на основе замещенного фрагмента этиленглико-
ля (рис. 1), нестабильно в условиях стандартного

протокола деблокирования ON, т.е. при обработке
концентрированным водным раствором аммиака.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Чтобы разобраться в проблеме существенно-

го снижения выхода 3'-функционализированных
производных ФГО на автоматическом ДНК/РНК-
синтезаторе, мы синтезировали 3'-биотиновые
производные 26-звенного олигодезоксирибонук-
леотида, остов которого содержал либо только за-
ряженные фосфатные группы (N26o, рис. 1а), ли-
бо только ФГ-остатки (N26*, рис. 1а). Синтез
проводили по амидофосфитному протоколу, опи-
санному в работах [8, 12, 13].

Все олигонуклеотиды были синтезированы с
использованием коммерчески доступного CPG-
носителя (см. “Эксперим. часть”). В состав данно-
го носителя входит ненуклеотидное звено, содер-
жащее биотиновый остаток на триэтиленглико-
левом линкере (рис. 1б), и в ходе автоматического
синтеза ДНК к нему присоединяются нуклеотиды,
образуя необходимую последовательность. Разрыв
связи полученных олигонуклеотидов с CPG-носи-
телем и дальнейшее деблокирование защитных
групп олигонуклеотида осуществляли в условиях

Рис. 1. (а) – Обозначения и нуклеотидная последовательность исследуемых олигодезоксирибонуклеотидов, где “o” –
нативная фосфатная группа, “*” – фосфорилгуанидиновая группа; (б) – основные структурные элементы исследуе-
мых олигонуклеотидов. Base – азотистые основания, CPG – полимерный носитель, стекло с контролируемым разме-
ром пор.
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стандартного протокола деблокирования ON, т.е.
при обработке концентрированным водным рас-
твором аммиака. Целевой продукт синтеза, в со-
став которого входило ненуклеотидное биотино-
вое звено в виде, приведенном на рис. 1б (R = ОH),
выделяли методом ВЭЖХ на обращенной фазе в
линейном градиенте ацетонитрила. Характериза-
цию выделенных производных олигонуклеотидов
проводили методом масс-спектрометрии с элек-
троспрей-ионизацией (ESI MS). Немодифициро-
ванный олигомер N26o детектировали в виде по-
лианионов. В случае ФГО N26* в анализируемый
образец добавляли муравьиную кислоту и детек-
тировали образуемые поликатионы. Стоит отме-
тить, что ФГ-остатки, в отличие от амидофосфат-

ных аналогов, стабильны в кислых и щелочных
условиях [8, 13]. Масс-спектры олигонуклеоти-
дов N26o и N26* приведены на рис. 2.

В случае нативного N26o полученный профиль
масс-спектра содержал группу пиков, соответству-
ющих различным зарядовым формам (z = –15…–9)
данного олигонуклеотида (рис. 2а). Сопостави-
мых по интенсивности пиков, соответствующих
побочным продуктам, в спектре не обнаружива-
ли. Масс-спектр N26* имел сложный вид (рис. 2б).
Для каждой зарядовой формы мы обнаружили
группы пиков, отличающихся по значениям m/z.
Рассмотрим одну из таких групп более подробно.
Прежде всего, видно, что ФГО детектируется как

Рис. 2. Результаты анализа олигодезоксирибонуклеотидов N26o (а) и N26* (б) методом ESI MS; (в) – значения m/z, со-
ответствующие основным продуктам деструкции N26*– утере ненуклеотидного звена, одного или двух остатков DMI.
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поликатион, содержащий в т.ч. катионы триэтил-
аммония (“TEA”, компонент буферной смеси).
За счет этого мы наблюдали смещение m/z в сто-
рону бóльших значений. Например, два пика с от-
ношением m/z 1313.8 и 1326.1 являются своего
рода “аналогами” пика m/z 1301.2. Таким обра-
зом, сигналы m/z 1301.2, 1313.8 и 1326.1 отвечают
одной и той же зарядовой форме z = +8 одной мо-
лекулы, но с различными “видами” катионов, во-
шедших в структуру детектированного поликатио-
на: [M + H]+8, [M + TEA + H]+8, [M + 2TEA + H]+8

соответственно. В спектре N26* присутствовали
также и пики с меньшими значениями m/z, что
свидетельствовало, вероятно, о деградации целе-
вого продукта синтеза. При этом мы не обнару-
жили значения массы молекулярных ионов, соот-
ветствующих полноразмерному продукту синте-
за, в котором содержались бы все 25 остатков
N,N,N ',N '-замещенного гуанидина (1,3-димети-
лимидазолидин-2-имин, DMI): все наблюдаемые
пики соответствовали утере либо хотя бы одного
остатка DMI, либо всего биотин-содержащего
ненуклеотидного звена (рис. 2в).

Дополнительно был проанализирован в режи-
ме детекции поликатионов олигонуклеотид N26o.
В полученном спектре отсутствовали пики, сви-
детельствующие о деградации этого немодифи-
цированного олигонуклеотида (данные не приве-
дены). Поскольку процедуры пробоподготовки и
самого масс-спектрометрического анализа не при-
водили к деградации биотинилированного олиго-
нуклеотида, то, вероятно, в случае N26* именно

непосредственная близость ФГ-группы и ненук-
леотидного звена на 3'-конце ON приводит к раз-
рушению целевого продукта на каком-то из этапов
синтеза и/или выделения олигонуклеотида. Чтобы
проверить это предположение, был синтезирован
олигодезоксирибонуклеотид N25*1o (рис. 1а), в
котором между первым (с 3'-конца последователь-
ности) нуклеотидным и ненуклеотидным звенья-
ми был сохранен немодифицированный фосфо-
диэфирный остаток. Постсинтетическую обработ-
ку и выделение целевого продукта проводили
согласно приемам олигонуклеотидного синтеза,
описанным выше. Полученный продукт N25*1o

был также охарактеризован методом масс-спек-
трометрии, и в спектре не было обнаружено пи-
ков, отвечающих “утере” ненуклеотидного зве-
на (данные не приведены). С помощью метода
SDS-гель-электрофореза, адаптированного нами
ранее для анализа частично заряженных и элек-
тронейтральных аналогов олигонуклеотидов [14],
было проведено сравнение продуктов синтеза N26*
и N25*1o (рис. 3).

Для полностью ФГ-замещенного N26* (рис. 3,
дорожка 1) мы наблюдали три отдельных пятна.
Вероятно, они соответствуют обнаруженным с по-
мощью масс-спектров продуктам распада, т.е. ли-
бо утере биотин-содержащего звена с сохранением
всех остатков DMI, либо, наоборот, утере одного
или двух остатков DMI с сохранением биотино-
вого звена (рис. 2б). Действительно, при отсутствии
ненуклеотидного звена олигонуклеотид N26* со-
храняет свою электронейтральность, и верхнее
пятно (a) в дорожке 1 может соответствовать ON
с незаряженным остовом. В случае утери остатков
DMI остов N26* приобретает отрицательный за-
ряд, и это должно привести к увеличению элек-
трофоретической подвижности. Соответственно,
пятна (b) и (c) могут быть продуктами деструк-
ции, в которых сохранено ненуклеотидное звено,
но утерян один или два остатка DMI. В дорожке 2,
где присутствует аналогичный по нуклеотидной
последовательности ФГО N25*1o, есть только од-
но пятно, и его электрофоретическая подвижность
полностью совпадает с таковой для пятна (b) в до-
рожке 1. Таким образом, видно, что при наличии
ФГ-группы в 3'-концевой позиции вблизи ненук-
леотидного звена N26* деградирует с образовани-
ем трех продуктов в сопоставимых количествах.
Принимая во внимание этот факт, а также химиче-
скую структуру терминального ненуклеотидного
звена (рис. 1б), мы предположили, что, вероятно,
реализуется “анхимерное содействие”, согласно
которому деструкция ФГ-группы ускоряется со-
седней ОН-группой линкера на основе замещен-
ного этиленгликолевого остатка, входящего в со-
став ненуклеотидного звена.

Модель деструкции 3'-функционализированных
производных ФГО. ФГ-группа в межнуклеозид-

Рис. 3. Результат электрофоретического анализа био-
тиновых ФГО в 15%-ном денатурирующем SDS-ПААГ:
1 – N26*, 2 – N25*1o.

1 2

N26* (a)

N26* (b) N25*1o

N26* (c)
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ном положении в целом является электроней-
тральной после проведения деблокирования ON,
но в то же время вероятно, что в ФГ-группе может
реализовываться распределение электронной плот-
ности согласно резонансным структурам, приве-
денным на рис. 4а.

Остаток DMI в данной схеме может выступать в
роли донора электронов по мезомерному эффекту,
стабилизируя положительный заряд, возникший
на атоме фосфора в результате поляризации двой-
ной связи P=O. Таким образом, возможно, что в
ФГ-группе двойная связь P=O ионизована в бóль-
шей степени, чем в составе немодифицирован-
ной фосфатной группы. В том случае, когда ФГ-
группа находится вблизи ненуклеотидного звена
(рис. 4б), становится возможной внутримолеку-
лярная атака свободной гидроксигруппы, входя-
щей в состав линкера, по атому фосфора. Это мо-
жет привести к образованию циклического эфира
фосфорной кислоты, который в дальнейшем мо-
жет деградировать с расщеплением одной из свя-
зей P–O или P–N, что и привело бы к утере либо
остатка DMI, либо ненуклеотидного звена. Анало-
гичный эффект гидролиза связей P–O или P–N
при реализации анхимерного эффекта карбоксиль-
ной и гидроксигрупп описан в работах [15, 16].

Для проверки этой гипотезы мы синтезирова-
ли модельные гомо- и гетеротринуклеотиды, со-
держащие 3'-концевое ненуклеотидное звено и
остатки DMI в различных позициях (рис. 5а). Все
указанные тринуклеотиды были получены с ис-
пользованием стандартного автоматического фос-
фитамидного метода синтеза олигонуклеотидов,

обработаны концентрированным раствором ам-
миака (2 ч, 56°С), и каждая реакционная смесь
(без предварительного разделения компонентов
реакционной смеси) была проанализирована ме-
тодом масс-спектрометрии.

На примере гомотимидилатных олигонуклеоти-
дов T*T*To-[Bio] и ToToT*-[Bio] рассмотрим резуль-
таты масс-спектрометрического анализа в режиме
детектирования анионов (рис. 5б). Для данных про-
изводных тритимидилатов возможны только две
зарядовые формы (z = –1 или –2), поскольку
структуры содержат лишь одну или две фосфат-
ные группы, способные нести отрицательный
заряд. В случае, когда остатки DMI находятся толь-
ко между нуклеотидными звеньями, в профиле
масс-спектра наблюдается пик, соответствующий
полноразмерному продукту синтеза T*T*To-[Bio].
Других значений m/z, свидетельствующих о дегра-
дации целевого продукта, в спектре не наблюдали.

Во втором случае, когда ФГ-группа находится
на 3'-конце рядом с ненуклеотидной вставкой, в
полученном масс-спектре присутствует как пик,
соответствующий целевому продукту ToToT*-[Bio]
(m/z 1515.4, z = –1), так и другие пики с меньшими
значениями m/z. Ни один из них не является вто-
рой зарядовой формой целевого продукта с z = –2,
поскольку в этом случае отношение m/z имело бы
значение ~756.7. Следовательно, другие пики так-
же соответствуют зарядовому числу z = –1, но с
меньшей молекулярной массой, т.е. снова наблю-
дается деградация целевого продукта.

Рис. 4. (а) – Резонансные структуры, возможные для ФГ-звена, расположенного в межнуклеозидной позиции;
(б) – схема внутримолекулярного образования циклического эфира фосфорной кислоты.
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Рис. 5. (а) – Последовательности и теоретические молекулярные массы модельных биотиновых гомо- и гетеротринук-
леотидов с различным расположением ФГ-звена; (б) – результаты анализа биотиновых тритимидилатов T*T*To-[Bio]
и ToToT*-[Bio] методом ESI MS.

Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

7.5
5.0
2.5

0
700 750 850 950 1050 1150 1250800 900 1000 1100 1200 1300 1350 1400 1450 1500 1550 1600 1650

×105

3
2
1
0

×106

683.4
1116.4 1402.3

1515.4

1610.4

ToToT*-[Bio] (Mтеор = 1515.4 г/моль)

T*T*To-[Bio] (Mтеор = 1609.5 г/моль)

T*T*To-[Bio]

ToToT*-[Bio]

CoA*To-[Bio]

CoAoT*-[Bio]

Mтеор, г/моль

1609.5

1515.4

1509.4

1509.4

Последовательность (5'→3') (a)

(б)

Согласно описанной выше гипотезе, тринук-
леотид ToToT*-[Bio] мог бы образовать цикличе-
ский эфир фосфорной кислоты. В процессе обра-
ботки концентрированным водным раствором ам-
миака возможен разрыв одной из связей Р–О или
P–N. На рис. 6 приведены возможные продукты
деградации в зависимости от того, какая связь
была разорвана (пути A, B, C, D). Также на рис. 6
указаны теоретические молекулярные массы био-
тин-содержащих продуктов распада.

Весьма вероятно, что образующиеся по пути C
или D циклические триэфир (III) и фосфорилгу-
анидин (IV) могут быть также гидролизованы с
образованием ациклических форм, что следует
учитывать при анализе масс-спектров.

Так, помимо пика, соответствующего целево-
му продукту (II) (или его изомерной форме (I), об-
разующейся в соответствии со схемой по пути B),
наблюдается пик со значением m/z 1402.3 (рис. 5б).
Данное значение может соответствовать цикличе-
скому фосфату (III), образовавшемуся по пути C
вследствие разрыва связи P–N и утери остатка
DMI. Также в полученном спектре было обнару-
жено значение m/z 683.4, что может соответство-
вать образованному в случае распада по пути D
продукту (IV) в ациклической форме.

Таким образом, основываясь на данных масс-
спектрометрического анализа реакционных сме-
сей, полученных в результате синтеза T*T*To-[Bio]
и ToToT*-[Bio], можно утверждать, что непосред-
ственная близость ФГ-группы и ненуклеотидного
звена, содержащего свободную гидроксигруппу в
составе этиленгликолевого линкера, приводит к де-
струкции целевого продукта синтеза ToToT*-[Bio].
Значения масс, найденные для продуктов распада
целевого ON, не противоречат предложенной схе-
ме, основанной на внутримолекулярном образо-
вании циклического эфира фосфорной кислоты
при участии прилегающей гидроксигруппы не-
нуклеотидного звена. Для гетеротринуклеотидов
CoA*To-[Bio] и CoAoT*-[Bio] результаты анализа
ESI MS ничем принципиально не отличались: де-
струкция наблюдалась только тогда, когда воз-
можна внутримолекулярная нуклеофильная ата-
ка гидроксигруппы по ФГ-группе (с образовани-
ем пятичленного цикла).

На примере тринуклеотидов CoA*To-[Bio] и
CoAoT*-[Bio], содержащих одну ФГ-группу, до-
полнительно рассматривали различные условия
деблокирования (удаления с полимерного носи-
теля) при 56°С, варьируя время (2 ч или ночь) об-
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Рис. 6. Схема деструкции циклического эфира фосфорной кислоты с разрывом одной из связей A, B, C, D. Приведены
теоретические молекулярные массы биотин-содержащих продуктов (I–IV).
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работки концентрированным раствором аммиа-
ка. Кроме того, опробовали подход, предложен-
ный в работе Bazhenov et al. [12]: последовательно
обрабатывали ON безводным 50%-ным раство-
ром триэтиламина в ацетонитриле (1 ч, 56°С), по-
сле чего удаляли триэтиламин и обрабатывали
ON раствором аммиака (2 ч, 56°С). Такой подход
позволяет провести селективное β-элиминирова-
ние цианэтильной защитной группы, не удаляя
олигонуклеотид с полимерного носителя CPG,
что, согласно данным работы Bazhenov et al. [12],
“стабилизирует” ФГ-группу при дальнейшей об-
работке аммиаком. Все реакционные смеси ана-
лизировали методом ОФХ (рис. 7).

Видно, что олигонуклеотид CoA*To-[Bio], в
котором ФГ-группа расположена между нуклео-
тидными звеньями, практически не содержит по-
бочных продуктов: на профиле хроматограммы
присутствует один выраженный пик, время удер-
живания ~7.8 мин (рис. 7а). Профили хромато-
грамм идентичны как в случае двухчасовой обра-
ботки олигонуклеотида аммиаком, так и в случае
обработки в течение ночи (рис. 7б). Таким обра-
зом, деблокирование CoA*To-[Bio] происходит без
деструкции целевого продукта, как и ожидалось
согласно предложенной схеме (рис. 4).

В случае CoAoT*-[Bio] после 2-часовой обработ-
ки аммиаком на хроматограмме наблюдаются три

сопоставимых по величине пика (рис. 7в). Один из
них также имеет время удерживания ~7.9 мин, что
соответствует полноразмерному продукту синте-
за, остальные обладают меньшим временем удер-
живания. В случае последовательной обработки
безводным раствором триэтиламина (для удале-
ния β-цианэтильной защитной группы [12]) и за-
тем аммиаком профиль хроматограммы в целом
не изменялся (данные не приведены). Длитель-
ная обработка CoAoT*-[Bio] аммиаком приводила
к почти полному исчезновению пика на 7.9 мин
(рис. 7г). Вероятно, это свидетельствует о том, что
само по себе наличие остатка DMI возле атома
фосфора благоприятствует внутримолекулярной
нуклеофильной атаке гидроксигруппы, и даль-
нейшая деградация циклического эфира проис-
ходит необратимо, не приходя к равновесному
состоянию. Данный факт накладывает ограниче-
ние на химические структуры, в состав которых
возможно ввести остаток DMI: непосредственная
близость ФГ-группы и заместителей, обладаю-
щих нуклеофильными свойствами, может приве-
сти к деградации целевого продукта. Например,
весьма вероятно, что деградация будет происхо-
дить в случае синтеза ФГ-РНК, поскольку 2'-гид-
роксигруппа рибозы также может атаковать по
межнуклеотидному атому фосфора, и введение
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остатков DMI, по-видимому, будет провоциро-
вать этот процесс.

Таким образом, на примере модельных три-
нуклеотидов было получено экспериментальное
подтверждение того, что непосредственная бли-
зость ФГ-группы и нуклеофильных заместителей в
структуре олигонуклеотида приводит к разруше-
нию целевого продукта в стандартных условиях
деблокирования (обработки водным раствором
аммиака). Для точного подтверждения механиз-
ма требуются дополнительные эксперименты, по-
скольку использованные в данной работе методы –
масс-спектрометрия и ОФХ – не позволяют су-
дить о конкретных структурных преобразованиях
внутри молекулы. Тем не менее, имеющиеся экс-
периментальные данные согласованно и воспро-
изводимо указывают на нестабильность ФГ-зве-
на в том случае, если возможна внутримолекуляр-
ная нуклеофильная атака по атому фосфора, и
подтверждают анхимерное содействие ОН-груп-
пы. Эту особенность необходимо учитывать на
стадии дизайна функциональных ON, содержа-
щих остатки DMI в своей структуре, поскольку
для 2'-OMe ФГ-содержащего 26-звенного биоти-
нилированного олигонуклеотида, содержащего
такой же этиленгликолевый линкер в составе не-
нуклеотидного звена, все описанные выше эф-
фекты сохранялись (данные не приведены).

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Реактивы. В работе были использованы ацето-
нитрил, триэтиламин (Fluka, Швейцария); моче-
вина, акриламид, уксусная кислота, персульфат
аммония, ацетон, додецилсульфат натрия (ДиаэМ,
Россия); N,N '-метиленбисакриламид, бромфено-
ловый синий, борная кислота, ЭДТА, N,N-диме-
тилформамид, ксиленцианол, тетраметилэтилен-
диамин (Sigma, США); реактивы и растворители
квалификации х.ч. и ос.ч. отечественного и им-
портного производства. Абсолютизирование рас-
творителей проводили стандартными методами с
последующим выдерживанием их над молекуляр-
ными ситами или гидридом кальция.

Синтез олигонуклеотидов. Синтез олигонуклео-
тидов проводили на автоматическом синтезаторе
ASM800 (Биосcет, Россия) согласно стандартно-
му протоколу 2-цианэтильного фосфитамидного
метода, используя коммерческие дезоксирибону-
клеозидные мономеры и биотин-содержащее пори-
стое стекло (Biotin CPG; Primetech, Республика
Беларусь). Олигонуклеотиды, содержащие ФГ-
звенья, синтезировали, используя протокол, опи-
санный нами ранее [8, 13].

Деблокирование олигонуклеотидов. 26-Звенные
биотиновые олигонуклеотиды удаляли с полимер-
ного носителя, обрабатывая полимер концентри-
рованным водным раствором аммиака в течение

Рис. 7. Профили ОФХ, полученные в результате обработки гетеротринуклеотидов CoA*To-[Bio] и CoAoT*-[Bio] вод-
ным раствором аммиака в течение 2 ч (а, в) или ночи (б, г) при 56°С.
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ночи при нагревании до 56°С. Для модельных
биотиновых тритимидилатов обработку проводи-
ли в течение 2 ч при нагревании до 56°С. Гетеро-
тринуклеотиды (CoA*To-[Bio] и CoAoT*-[Bio]) об-
рабатывали в течение 2 ч при 56°С, затем (если
необходимо) выдерживали в концентрированном
водном аммиаке в течение ночи. В независимом
эксперименте тринуклеотид CoAoT*-[Bio] обраба-
тывали сначала безводным раствором 50%-ного
триэтиламина в ацетонитриле (1 ч, 56°С), затем
удаляли раствор триэтиламина и обрабатывали
CoAoT*-[Bio] водным раствором аммиака (2 ч,
56°С).

Хроматография. Препаративное выделение
(DMTr-on) 26-звенных биотиновых олигонуклео-
тидов осуществляли методом обращенно-фазо-
вой высокоэффективной жидкостной хромато-
графии (офВЭЖХ) на хроматографе Agilent 1200
(Agilent, США). Использовали колонку (4.6 ×
× 150 мм) с сорбентом Eclipse XDB-C18 (5 мкм;
Agilent, США), элюировали в линейном градиен-
те концентрации ацетонитрила (0–90%) в 0.02 М
растворе триэтиламмоний ацетата за 40 мин, ско-
рость потока 1.5 мл/мин.

Для анализа реакционных смесей биотиновых
гетеротринуклеотидов проводили аналитическую
ОФХ на хроматографе Милихром A02 (Эконова,
Россия) с использованием колонки (2 × 75 мм) с
ProntoSIL 120-5-C18 (Эконова, Россия), элюиро-
вали в линейном градиенте концентрации ацето-
нитрила (0–55%) в 0.02 М водном растворе три-
этиламмоний ацетата за 15 мин, скорость потока
150 мкл/мин, температура термостата 35°С. Вы-
ход хроматографических пиков детектировали по
интенсивности оптического поглощения на дли-
не волны 260, 280 и 300 нм.

Масс-спектрометрия. Молекулярные массы оли-
гонуклеотидов определяли методом ESI MS на
приборе Agilent G6410A LCMS/MS (Agilent, США).
Для анализа олигонуклеотидов образцы раство-
ряли в 20 мМ триэтиламмоний ацетате в 60%-ном
водном ацетонитриле (до концентрации 0.1 мМ и
объема 10 мкл). Анализ проводили с использова-
нием 80%-ного водного ацетонитрила в качестве
элюента при скорости потока 0.1 мл/мин в режи-
ме регистрации отрицательно заряженных ионов.
Для анализа ФГО образец растворяли в 20 мМ му-
равьиной кислоте в 60%-ном водном ацетонитри-
ле (до концентрации 0.1 мМ и объема 10 мкл),
анализ проводили в режиме регистрации положи-
тельно заряженных ионов.

Гель-электрофорез. Электрофоретический ана-
лиз в денатурирующих условиях проводили в 15%-
ном ПААГ, содержавшем SDS (акриламид : N,N '-
метиленбисакриламид (29 : 1), 5 М мочевина,
0.05% SDS), в буфере TBE-SDS (89 мМ Трис-бо-
рат, pH 8.3, 2 мM Na2EDTA, 0.05% SDS) при на-
пряжении 50 В/см. Для нанесения олигонуклео-

тидных образцов в гель использовали раствор,
содержавший 5 М мочевину, 0.025%-ный кси-
ленцианол и 0.025%-ный бромфеноловый синий,
0.05% SDS. Результаты электрофоретического раз-
деления визуализировали, помещая гель на флуо-
рофор-содержащую пластинку TLC Silica gel 60 F254
(Merck, США) и облучая УФ-светом (265 нм).
Олигонуклеотидный материал проявляется в ви-
де “теней” на фоне флуоресцирующей подложки.
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Problems of Synthesis of Oligonucleotide Derivatives
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It was found that the presence of a free OH group on the 3'-terminal residue of the substituted ethylene glycol
fragment in the phosphorylguanidine oligodeoxyribonucleotide is a factor that determines the instability of
the structure of the target oligonucleotide product under the conditions of a standard deblocking protocol. It
has been shown that the main by-products of the realization of such an anchimeric effect of the OH group
are the products of the transeterification reaction of the phosphorylguanidine (PG) unit carrying the O-sub-
stituted ethylene glycol residue. Mass-spectrometric analysis data show that under alkaline conditions, there
is an accumulation of derivatives lacking the N,N,N ',N '-substituted guanidine residue (1,3-dimethylimidazo-
lidine-2-imine or DMI), or only 3'-terminal PG-containing non-nucleotide unit.
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