
342 Вестник ВОГиС,  2006,  Том 10,  № 2

оБрАЩеНие ФеНоТиПА МНоЖеСТвеННоЙ 
леКАрСТвеННоЙ УСТоЙЧивоСТи рАКовЫХ КлеТоК  

С ПоМоЩЬЮ siрНК

е.Б. логашенко, А.А. волков, е.л. Черноловская, М.А. Зенкова, в.в. власов

Институт химической биологии и фундаментальной медицины СО РАН, Новосибирск, Россия, 
е-mail: evg_log@niboch.nsc.ru

малые интерферирующие РНК (siРНК) являются мощным инструментом для специфичес-
кого подавления генной экспрессии. Однако эффективность действия siРНК может быть 
ограничена при использовании их для подавления экспрессии генов, характеризующихся 
высокой стабильностью кодируемых мРНК и белков. Именно таким является ген mdr1, коди-
рующий трансмембранный белок P-гликопротеин, относящийся к семейству АВС транспор-
теров, активация которого связана с возникновением множественной лекарственной устой-
чивости (мЛУ) некоторых раковых клеток. В настоящем обзоре рассмотрены работы авто-
ров и других исследователей, посвященные обращению фенотипа мЛУ с помощью siРНК. 

Несмотря на безусловные успехи совре-
менной противоопухолевой химиотерапии, 
проблема повышения эффективности лечения 
онкологических больных по-прежнему остается 
актуальной. Современные противоопухолевые 
препараты, а также их комбинации, использу-
емые в схемах полихимиотерапии, характери-
зуются высокой токсичностью. Однако помимо 
высокой токсичности цитостатиков, которая 
ограничивает проведение адекватной химиоте-
рапии, серьезным препятствием в достижении 
желаемого эффекта терапии является лекар-
ственная устойчивость опухолей (Gottesman et 
al., 2002).

Один из наиболее распространенных типов 
устойчивости – множественная лекарственная 
устойчивость (мЛУ), когда появление устой-
чивости к одному из цитостатиков сопровож-
дается невосприимчивостью клеток опухоли к 
другим лекарствам, отличающимся по струк-
туре и механизму действия. Лекарственная ус-
тойчивость опухолевых клеток обеспечивается 
несколькими механизмами, включающими в 
себя, например, участие транспортных белков, 
функционирующих за счет энергии АТФ (АВС-
транспортеры, АТР-binding cassette (ABC) 

transporters). К семейству этих белков отно-
сятся: белок P-гликопротеин (P-gp) (Gottesman 
et al., 2002), мRР (белок, ассоциированный  
с множественной лекарственной устойчивос-
тью) (Cole et al., 1992; Kruh et al., 2003), а также 
LRP и BCRP (белки, ассоциированные с устой-
чивостью рака легкого и рака молочной железы 
соответственно) (Doyle et al., 1998; Doyle, Ross, 
2003; Kitazono et al., 1999; Miyake et al., 1999). 
К другим механизмам лекарственной устойчи-
вости относятся изменения в метаболической 
системе и системе детоксикации в раковых 
клетках, нарушение активности топоизомераз и 
др. (Desoize et al., 2000; Gottesman et al., 2002). 
механизмы мЛУ хорошо изучены, однако ос-
новным и наиболее часто встречающимся явля-
ется P-gp-опосредованный механизм обратного 
транспорта цитостатиков из опухолевых клеток, 
что приводит к снижению их внутриклеточной 
концентрации и, как результат, к уменьшению 
или отмене эффекта противоопухолевой тера-
пии. Этот механизм основан на активации гена 
mdr1, кодирующего трансмембранный белок 
P-gp, который относится к семейству АВС-
транспортеров (Gottesman et al., 2002; Ambudkar 
et al., 2003). 
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К настоящему времени известен ряд со-
единений, которые способны ингибировать 
активность P-gp и вследствие этого увеличи-
вать внутриклеточную концентрацию химио-
препаратов и их биологическое действие на 
P-gp-экспрессирующие раковые клетки как in 
vitro, так и in vivo. Препараты первого поко-
ления, к числу которых относятся верапамил, 
циклоспорин А и резерпин, эффективны только 
в высоких дозах и очень токсичны. Ко второму 
и третьему поколению P-gp-ингибиторов отно-
сятся PSC388 (Vаlspоdаr), GF120918, VX-710 
и другие, находящиеся на различных стадиях 
клинических испытаний (Tan et al., 2000). Ряд 
новых препаратов находится на стадии раз- 
работки (Fu et al., 2002, 2004; Chen et al.,  
2004a, b). К сожалению, эффективность этих со-
единений сложно поддается оценке вследствие 
сильного побочного действия, следовательно, 
необходимо разрабатывать более эффективную 
и специфическую стратегию для преодоле-
ния P-gp-опосредованного фенотипа мЛУ.  
В качестве такой направленной стратегии для 
подавления экспрессии P-gp может выступать 
использование ген-направленных соединений, 
адресованных к мРНК гена mdr1 и снижаю-
щих ее уровень, таких, как антисмысловые 
олигонуклеотиды (Ramachandran et al., 2003)  
и рибозимы (Nagata et al., 2002).

Наиболее эффективным подходом к подав-
лению экспрессии генов является технология, 
основанная на РНК-интерференции (РНКи). 
РНКи – это процесс, при котором введение 
экзогенной двуцепочечной РНК (дцРНК) в 
клетку приводит к специфической деградации 
гомологичной ей мРНК и подавлению экспрес-
сии соответствующего гена. РНКи наблюдается  
у многих организмов – от насекомых и расте-
ний до млекопитающих (Elbashir et al., 2001b). 
молекулярный механизм РНКи включает в 
себя процессинг дцРНК под действием РНКаза  
III-подобной эндонуклеазы, называемой Dicer, 
на малые интерферирующие РНК длиной 
21–23 нт (siРНК, small interfering RNA), кото-
рые затем в составе белкового комплекса RISC 
(RNA-induced silencing complex, РНК-зависи-
мый ингибирующий комплекс) осуществляют 
деградацию мРНК мишени (Meister et al., 

2004). Специфическое подавление экспрессии 
гена может быть достигнуто с помощью хи-
мически синтезированных siРНК или siРНК, 
полученных ферментативно in vitro, а также  
с помощью shРНК (short hairpin RNA, короткие 
шпилечные РНК), экспрессирующихся в клетке 
с ДНК матриц, полученных с помощью ПЦР 
или с использованием ДНК векторов (Hannon 
et al., 2004).

В настоящем обзоре рассмотрены работы 
авторов и других исследователей, посвященные 
обращению фенотипа мЛУ с помощью малых 
интерферирующих РНК.

определение уровня подавления экспрессии 
гена mdr1 под действием siрНК

P-gp-зависимая мЛУ представляет собой 
сложную мишень для избирательной регуляции 
экспрессии генов, поскольку mdr1 относится к 
числу многокопийных генов. Его экспрессия 
активируется в ответ на внешнее воздействие, 
при этом мРНК и белок характеризуются вы-
сокой стабильностью (длительным периодом 
полужизни). Подобные характеристики пре-
дусматривают определенный набор методов, 
необходимых для тестирования изменений  
в функционировании этого гена. Экспрессию 
гена можно оценивать по изменению количества 
мРНК и белка (с помощью методов количествен-
ного ОТ-ПЦР анализа, Нозерн-блота, Вестерн-
блота), а также с помощью функциональных 
тестов, которые позволяют судить о приобре-
тении или о преодолении P-gp-опосредованной 
мЛУ: это изменение чувствительности клеток 
к цитостатикам и скорость выброса родамина 
из клеток (родаминовый эффлюкс).

В работе (Nieth et al., 2003) с помощью ПЦР 
анализа в реальном времени было показано, 
что за 48 часов с момента трансфекции siРНК 
в клетки EPG85-257RDB (линия клеток рака 
желудка) и EPP85-181RDB (линия клеток рака 
поджелудочной железы) количество мРНК гена 
mdr1 в них уменьшается до 10–25 % от исход-
ного уровня. В клетках линии EPG85-257RDB 
уровень мРНК падал до минимального через 
сутки после трансфекции, а далее постепенно 
возрастал и через 7 суток достигал исходного 
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значения. В экспериментах с линией EPP85-
181RDB уровень мРНК сохранялся минималь-
ным в течение 3 суток, после чего постепенно 
возрастал и достигал исходного значения только 
к 10 суткам.

Подавление экспрессии гена mdr1 с по-
мощью siРНК, как правило, подтверждают 
путем определения количества продукта этого  
гена – белка P-gp методом Вестерн-блот 
анализа. Наибольшее снижение уровня P-gp 
обычно наблюдается через 3 суток (Nieth et 
al., 2003; Peng et al., 2004; Логашенко и др., 
2005). Однако степень снижения и используе-
мые концентрации siРНК сильно различаются. 
Так, в работе (Peng et al., 2004) максимальный 
уровень подавления экспрессии P-gp составлял  
60 % при концентрации siРНК 200 нм, а в ра-
боте (Логашенко и др., 2005) максимальный 
уровень подавления экспрессии P-gp составлял 
80 % при концентрации siРНК 20 нм. Однако 
ни в одной из работ не удалось достичь полного 
подавления экспрессии, что, вероятнее всего, 
связано с тем, что время жизни P-gp составляет 
42–72 час. (в зависимости от клеточной линии) 
(Richert et al., 1988; Aleman et al., 2003), а также 
из-за кратковременного действия siРНК, связан-
ного с ее разрушением в клетках (Tuschl, 2002; 
Wilda et al., 2002).

Данные об активности P-gp можно получить, 
используя функциональные тесты, одним из 
которых является восстановление чувствитель-
ности P-gp экспрессирующих линий клеток  
к действию цитостатиков. В работе Nieth et al., 
(2003) при обработке клеток siРНК в концентра-
ции 100 нм максимальное обращение фенотипа 
мЛУ составляло 87–89 % для линии клеток 
EPP85-181RDB и 48–58 % для линии клеток 
EPG85-257RDB. Такие различия в достигнутых 
уровнях подавления мЛУ могут быть связаны 
как с особенностями различных клеточных 
линий, так и с различной эффективностью 
трансфекции. В работе Wu et al., (2003) было 
исследовано влияние siРНК на экспрессию 
гена mdr1 в клетках линий MCF-7/BC19, MCF-
7/AdrR и A2780Dx5 и показано лишь частичное 
восстановление чувствительности клеток к ци- 
тостатикам. В работе Peng et al., (2004) для 
оценки уровня лекарственной устойчивости  

и ее обращения использовали метод определе-
ния накопления DNR (даунорубицин) (Den Boer 
et al., 1999). Оказалось, что siРНК не восстанав-
ливает чувствительность клеток линии К562/
А02 до уровня материнской линии клеток К562, 
не обладающей фенотипом множественной 
лекарственной устойчивости (максимальное 
обращение фенотипа составляло 60 %).

Практически полное восстановление чув-
ствительности клеток к цитостатикам было 
достигнуто авторами обзора (Логашенко и др., 
2005). Инкубация клеток линии КВ-8-5 (клетки 
обладают фенотипом множественной лекар-
ственной устойчивости), обработанных siРНК, 
в течение 96–120 час. в среде с винбластином 
вызывала концентрационно-зависимую гибель 
клеток. Существенное снижение количества 
живых клеток происходило уже при концент-
рации siРНК 20 нм (50 % живых клеток через 
96 час.), а при повышении концентрации siРНК 
до 100 нм количество живых клеток снижалось 
до 30 % от исходного. При увеличении времени 
инкубации клеток в присутствии винбластина 
до 120 час. наблюдалась гибель всех клеток. 

Mdr1-опосредованный фенотип мЛУ ха-
рактеризуется эффективным транспортом 
цитотоксических препаратов из клетки, осу-
ществляемым P-gp. Одним из способов тести-
рования обращения фенотипа мЛУ является 
определение накопления родамина-123 в клетке, 
так как этот краситель является субстратом P-gp 
(Christians et al., 1993). Клетки, в которых содер-
жится активный P-gp, выводят из цитоплазмы 
родамин-123 в межклеточное пространство,  
и наоборот при подавлении экспрессии гена 
mdr1 и отсутствии P-gp родамин-123 накап-
ливается в цитоплазме. Данные (Логашенко  
и др., 2005), полученные с помощью люми-
несцентного микроскопа и обработанные с 
помощью программы MetaMorph Imaging 
Software демонстрируют, что клетки резис-
тентной линии КВ-8-5 накапливают в 4,5 раза 
меньше красителя, чем клетки родительской 
линии КВ-3-1, чувствительной к антибиотикам.  
Обработка клеток КВ-8-5 siРНК в концентра-
ции 20 нм эффективно блокирует транспорт 
красителя из клеток и обращает фенотип мЛУ,  
о чем свидетельствует накопление родамина-
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123 в этих клетках. Полученные количествен-
ные данные свидетельствуют о том, что после 
обработки резистентных клеток КВ-8-5 siРНК 
они начинают накапливать краситель с той же 
эффективностью, что и клетки линии КВ-3-1, 
не подвергнутые действию цитостатиков. Таким 
образом, под действием siРНК происходит эф-
фективное подавление P-gp-опосредованного 
транспорта веществ из клеток.

влияние участка связывания siрНК  
на эффективность подавления экспрессии гена

Одной из главных проблем, касающихся 
siРНК, является выбор последовательности 
мишени (Naito et al., 2004). Имеются различ-
ные данные о том, зависит ли эффективность 
РНК-интерференции от структуры РНК-ми-
шени и/или способности интерферирующего 

дц-олигорибонуклеотида образовывать с ми-
шенью комплементарный комплекс; влияют ли  
на эффективность интерференции такие факто-
ры, как сохранность siРНК в средах и сыворотках, 
эффективность образования RISC-комплекса  
с siРНК различной последовательности.

Влияние участка связывания siРНК с мРНК 
на эффективность подавления экспрессии гена 
mdr1 человека было исследовано в работе Ло-
гашенко и др. (2005) на примере анализа пяти 
siРНК (табл. 1), адресованных к различным 
областям мРНК гена mdr1.

Показано, что siРНК менее чувствительна  
ко вторичной структуре мРНК-мишени по срав-
нению с антисмысловыми олигонуклеотидами. 
siРНК U, адресованная к нетранслируемой об-
ласти мРНК гена mdr1, не оказывала никакого 
влияния на жизнеспособность клеток в при-
сутствии винбластина даже при длительной  

Таблица 1 
siРНК, использованные для подавления экспрессии гена mdr1 (GenBank № M14758)
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B   5’-UUCCAAGGAGCGCGAGGUCGG-3’ 
3’-GCAAGGUUCCUCGCGCUCCAG-5’ 403-423 AUG-кодон 50 40

E   5’-AUCAUCCAUGGGGCUGGACUU-3’ 
3’–GGUAGUAGGUACCCCGACCUG-5’ 598-618 кодирующая 

область 70 90

D   5’-GGCUUGACAAGUUGUAUAUGG-3’ 
3’–AACCGAACUGUUCAACAUAUA-5’ 557-577 кодирующая 

область 55 0

M   5’-CUUCCGAACCGUUGUUUCUUU-3’ 
3’–UUGAAGGCUUGGCAACAAAGA-5’ 3133-3143 кодирующая 

область 60 не использо-
вали

U   5’-UGCAGACUUAAUAGUGGUGUU-3’ 
3’–UUACGUCUGAAUUAUCACCAC-5’ 4141-4161 3′ UTR район 0 не использо-

вали

I   5’-GUGUCAGGCUUUCAGAUUUCC–3’ 
3’–UUCACAGUCCGAAAGUCUAAA-5’

область инт-
рона 0 не использо-

вали

* За эффективность подавления принимали снижение количества живых клеток через 96 час. после трансфекции  
100 нм siРНК. ** За эффективность подавления принимали снижение уровня экспрессии мРНК гена mdr1 через 24 
час. после инкубации с 50 мкм антисмысловым олигонуклеотидом (Kostenko et al., 2002). Жирным шрифтом выделена 
последовательность, соответствующая последовательности антисмыслового олигонуклеотида.



346 Вестник ВОГиС,  2006,  Том 10,  № 2

al., 2003), что siРНК, характеризующиеся мень-
шей термостабильностью дуплекса со стороны  
5′-конца антисмысловой цепи, обладают боль-
шей эффективностью действия.

влияние химических модификаций siрНК  
на эффективность действия

Одной из основных проблем использования 
siРНК для подавления экспрессии терапевти-
чески значимых генов является недостаточная 
длительность эффекта интерференции, которая 
связана с деградацией siРНК под действием 
клеточных рибонуклеаз. Как правило, после од-
нократной трансфекции клеток siРНК снижение 
концентрации мРНК-мишени в клетке наблюда-
ется в течение 2–4 суток, а затем уровень этой 
мРНК постепенно восстанавливается (Holen 
et al., 2002; Tuschl, 2002; Tuschl, Borkhardt, 
2002). Внесение химических модификаций, 
направленных на увеличение устойчивости ри-
боолигонуклеотидов к действию рибонуклеаз, 
может существенно увеличить стабильность 
siРНК в клетке и, следовательно, увеличить дли- 
тельность вызываемого ею эффекта и улучшить 
фармакокинетические свойства siРНК in vivo. 
Кроме того, определенные химические моди-
фикации могут облегчить проникновение siРНК 
в клетки различных видов. Сравнение эффек-
тивности действия химически модифициро-
ванных siРНК позволило установить факторы, 
обеспечивающие активность препаратов: 1) для 
сохранения биологической активности моди-
фицированный олигорибонуклеотид должен 
сохранять А-форму спирали и структуру боль-
шой бороздки (Parrish et al., 2000); 2) наличие 
2′-OH не является обязательным для проявле-
ния активности (Chiu, Rana, 2003); 3) 5′-конец 
антисмысловой цепи дуплекса не должен быть 
модифицирован (Chiu, Rana, 2003).

В работах Логашенко и др. (2005, 2006) для 
защиты от рибонуклеаз рибонуклеотиды siРНК 
E заменяли 2′-O-метилированными аналогами, а 
для защиты от действия 3′-экзонуклеаз 3′-концы 
siРНК E были модифицированы путем введения 
3′-3′ инвертированной связи (рис. 1).

Было показано, что замена всех рибонуклео-
тидов siРНК 2′-O-метилированными аналогами 

(до 120 час.) инкубации, так же как и контроль-
ная siРНК I. Остальные исследованные siРНК 
(siРНК E, siРНК D, siРНК B и siРНК M) вос-
станавливали чувствительность к винбластину 
лекарственноустойчивой линии раковых клеток 
человека, причем восстановление чувствитель-
ности происходило со сходной эффективностью 
для всех четырех siРНК, в то время как эффек-
тивность действия антисмысловых олигонук-
леотидов, исследованных в работе Костенко  
с соавт. (2002), направленных к тем же участкам, 
что и siРНК, существенно отличается (табл. 1). 
Эти результаты свидетельствуют в пользу того, 
что технология подавления экспрессии генов  
с помощью siРНК является менее требователь-
ной к выбору последовательности мишени в 
составе мРНК и гибридизационным свойствам 
используемых дц-олигорибонуклеотидов по 
сравнению с «антисмысловым» подходом.

В работе Nieth et al. (2003) были исполь-
зованы siMDR-A и siMDR-B (гомологичные 
последовательностям мРНК гена mdr1 503-523 
нт и 3050-3070 нт соответственно). Причем, 
siMDR-A, как и siРНК M из работы Логашенко 
и др. (2005) была выбрана согласно рекоменда-
циям (Elbashir et al., 2001a; Harborth et al., 2001). 
siMDR-B была гомологична легко доступному 
сайту расщепления рибозимом (Holm et al., 1994, 
1995). Эффективность действия этих siРНК 
сравнивалась с эффективностью действия ан-
тисмысловых олигонуклеотидов той же после-
довательнос-ти – асА и асВ. Было показано, что 
обе siРНК подавляли экспрессию гена mdr1 и 
обращали фенотип лекарственной устойчивос-
ти клеток (обращение устойчивости на 58–90 % 
в случае siMDR-B и 48–87 % в случае siMDR-A 
для разных клеточных линий), при этом асА  
не оказывал никакого действия, а асВ эффектив-
но подавлял экспрессию гена mdr1 и обращал 
фенотип лекарственной устойчивости. Скорее 
всего, вторичная структура мРНК-мишени  
не существенна для ее расщепления под действи-
ем siРНК. Различия в действии исследованных 
siРНК, по всей видимости, обусловливаются ее 
термодинамическими параметрами, определя-
ющими ассиметричное включение антисмыс-
ловой цепи siРНК в состав комплекса RISC 
(Aronin, 2006), так как показано (Khvorova et 
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(siРНК Еm) существенно замедляет деградацию 
siРНК, а введение в siРНК 3′-3′ инверсии не 
приводит к увеличению их нуклеазоустойчи-
вости. Изучение характера расщепления siРНК 
в среде с сывороткой позволяет сделать вывод 
о том, что деградация siРНК происходит под 
действием эндо-, а не экзонуклеаз. Следует 
отметить, что в siРНК E основными нукле-
азочувствительными сайтами оказались UpG  
и CpA мотивы (рис. 2), фосфодиэфирные связи, 
в которых с наибольшей скоростью расщеп-
ляются рибонуклеазами семейства РНКазы А 
(Findlay et al., 1961).

Также было показано, что модификация 
siРНК может приводить к изменению характера 
расщепления. Так, при замене всех звеньев в 
смысловой цепи siРНК на 2′-О-метилированные 
аналоги наблюдается исчезновение в антисмыс-
ловой цепи нуклеазочувствительных сайтов 
C7pA8, U9pG10 (рис. 2), что, возможно, связано с 
неспособностью эндорибонуклеаз эффективно 
связываться с дуплексом, а также «плавить» 
цепи с образованием одноцепочечных участков, 
а для дуплекса siРНК Ei, содержащего частич-
ную модификацию (3′-3′-инверсию и два 2′-O-
метильные звенья в 3′-выступающих концах) 

рис. 1. Последовательности siРНК, использованных для подавления экспрессии гена mdr1, и использован-
ные химические модификации.

рис. 2. Суммарная схема распределения нук-
леазочувствительных сайтов siРНК E и ее 
модифицированных аналогов. Стрелками ука-
заны расщепляемые связи, величина стрелок 
отражает интенсивность расщепления конк-
ретной связи; + – сайты, не подвергавшиеся 
расщеплению в составе siРНК Em; ● – сайт, 
подвергавшийся расщеплению только в соста-
ве siРНК Ei.



348 Вестник ВОГиС,  2006,  Том 10,  № 2

был выявлен дополнительный сайт расщеп-
ления G6pC7 (рис. 2). Этот же дуплекс обладал 
наибольшей биологической активностью, не-
смотря на то, что время его полужизни меньше 
по сравнению с немодифицированным.

Эти данные согласуются с данными, полу-
ченными в работах (Elbashir et al., 2001a, b, c; 
Holen et al., 2002), в которых было показано, 
что включение модификаций в 3′-выступающие 
концы не снижает биологической активности 
siРНК. Таким образом, эффективность действия 
исследованных siРНК определяется не только 
временем их жизни в культуральной среде.

В клинической практике даже двукратное 
или трехкратное уменьшение устойчивости 
раковых клеток к действию препарата уже 
является достаточным для повышения эффек-
тивности противораковой терапии. Таким об-
разом, даже временный эффект от применения 
анти-mdr1 siРНК может оказаться эффективным 
для обращения лекарственной устойчивости 
при лечении раковых больных. Полученные 
в работе Логашенко и др. (2005) результаты 
показывают, что временное подавление экс-
прессии гена mdr1 обеспечивает накопление 
химиопрепаратов в клетках в концентрации, 
необходимой для их гибели. Исследование 
кинетики снижения количества живых клеток 
КВ-8-5 после трансфекции различными siРНК 
и винбластина показало, что уже однократная 
обработка клеток siРНК Ei приводила к гибели 
всех клеток в течение 5 суток даже при кон-
центрации винбластина в 30 раз ниже ранее 
переносимой.

Продолжительность ингибирующего дейс-
твия siРНК исследовали путем определения 
количества продукта этого гена – белка Р-gp в 
клетках, обработанных siРНК Е и siРНК Ei. Пос-
кольку под действием этих siРНК в присутствии 
винбластина количество клеток снижалось к 5-м 
суткам практически до нуля, для определения 
уровня Р-gp клетки инкубировали с siРНК в 
среде, не содержащей цитостатик. Оказалось, 
что в этих условиях количество P-gp снижается 
даже в клетках, не обработанных siРНК, что го-
ворит о восстановлении клетками нормального 
фенотипа в отсутствие цитостатика. Однако под 
воздействием siРНК на 4-е сутки (время, когда 

наблюдается гибель клеток в среде с винблас-
тином) количество Р-gp в клетках, трансфеци-
рованных siРНК Е и siРНК Еi, было в два раза 
ниже, чем в контрольных клетках. Сопоставле-
ние этих данных с данными мТТ анализа пока-
зывает, что гибель клеток в присутствии ранее 
переносимых и даже сниженных концентраций 
винбластина, наблюдаемая после обработки 
siРНК, коррелирует со снижением уровня Р-gp. 
Таким образом, наблюдаемое снижение уровня 
Р-gp в раковых клетках можно рассматривать 
как терапевтически значимое.

Проведенные исследования показали, что 
эффективное биологическое действие siРНК  
не всегда напрямую коррелирует с ее нукле-
азоустойчивостью. Синтезированный в (Ло-
гашенко и др., 2005) химически модифициро-
ванный дуплекс Ei, несмотря на относительно 
низкую нуклеазоустойчивость, уже после 
однократного введения вызывает длительное  
(до 5 суток) снижение уровня экспрессии гена 
mdr1 и эффективно обращает фенотип мно-
жественной лекарственной устойчивости, что 
позволяет рассматривать его в качестве основы 
терапевтических препаратов для комбинирован-
ной химиотерапии раковых заболеваний. 

Заключение

Разработанные anti-mdr1 siРНК эффективно 
ингибируют экспрессию mdr1 мРНК и обра-
щают фенотип P-gp-опосредованной лекарс-
твенной устойчивости раковых клеток. Полу-
ченные данные показывают, что siРНК могут 
рассматриваться как основа терапевтических 
препаратов для повышения эффективности 
химиотерапии раковых заболеваний, так как их 
использование имеет несколько очевидных пре-
имуществ. Во-первых, высокая специфичность 
действия, способная обеспечить аллель-специ-
фичное подавление экспрессии гена, которая 
была продемонстрирована при подавлении 
экспрессии генов, ответственных за возникно-
вение некоторых раковых и неврологических 
заболеваний (Brummelkamp et al., 2002; Ding  
et al., 2003; Gonzalez-Alegre et al., 2003; Miller  
et al., 2003). Во-вторых, эффективность дейст-
вия siРНК значительно выше, чем у антисмы- 
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словых олигонуклеотидов (Achenbach et al., 
2003). И, в-третьих, поиск эффективных ми-
шеней для РНКи менее затруднителен, чем 
в случае антисмысловых олигонуклеотидов 
(Grunweller et al., 2003; Xu et al., 2003) и рибо-
зимов (Scherer et al., 2003).

Однако для успешного применения siРНК  
в клинической практике необходимо разра-
ботать более эффективные методы доставки, 
способные увеличить время жизни siРНК in vivo 
и повысить эффективность проникновения  
в клетки. Чтобы облегчить проникновение 
siРНК в клетку через липопротеиновые рецеп-
торы, в большом количестве присутствующие  
на поверхности клеточной мембраны, было 
предложено (Soutschek et al., 2004) присоеди-
нить холестерин к 3′-концу антисмысловой 
цепи. Недавно был предложен метод доставки 
siРНК с помощью белковых векторов, состоя-
щих из специальных антител и siРНК-связыва-
ющего домена, представленного протамином 
(F105-P) (Song et al., 2005). Было показано, 
что такой белковый вектор, образуя комплекс 
с siРНК, способен осуществлять селективную 
доставку siРНК в клетки, экспрессирующие по-
верхностные белки, опознающиеся антителом. 
Такая высокоспецифическая доставка позволя-
ет снизить используемую концентрацию siРНК 
и, как следствие, потенциальные побочные 
эффекты в здоровых тканях организма. 

Работа выполнена при финансовой под- 
держке программ фундаментальных исследова-
ний РАН «Фундаментальные науки – медицине», 
«молекулярная клеточная биология»; интеграци-
онных проектов СО РАН № 20, № 5.10.
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summary

Small interfering RNAs (siRNAs) are powerful tools for specifically silencing gene expression. Nevertheless, 
their efficiency can be limited when targeting genes, characterized by mRNAs and proteins with unusually long 
half-life. One of such genes is mdr1 which expresses P-glycoprotein – the transmembrane protein and a member of 
the ATP-binding cassette transporter superfamily. Its overexpression is the main cause of multiple drug resistance 
(MDR) of some cancer cells. Here we review the research works of authors and other scientists considering the 
reversing of MDR phenotype.




