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Введение.  Известно,  что  малые,  или  короткие,  двухцепочечные  интерферирующие  РНК  –  миРНК  (small 
interfering RNA, siRNA) длиной 20–25 нуклеотидов – способны адресно блокировать неконтролируемую злока-
чественную пролиферацию клеток. В качестве генов-мишеней рассматриваются ингибиторы апоптоза, в том 
числе клеточный гликопротеин CD47 (cluster of differentiation 47), и гены репликативного комплекса, регули-
рующие клеточный цикл в S-фазе. Это обусловливает актуальность исследования на опухолевых моделях, на-
правленных на эти мишени миРНК в качестве адъювантов.
Цель исследования – оценка антипролиферативного действия на моделях колоректального рака и рака почки 
человека новых миРНК как адъювантов для иммуно- / химиотерапии.
Материалы и методы. МиРНК / антиCD47 и двукомпонентная миРНК антиМСМ4 / антиLIVIN разработаны в Ме-
дико-генетическом научном центре им. акад. Н. П. Бочкова и изучены в виде липидной дисперсии для внутри-
венного введения. Доклинические модели – подкожные ксенографты рака толстой кишки РТК-8 и рака почки 
человека Рпоч1 / СD47, мыши Balb / c nude – получены из НМИЦ онкологии им. Н. Н. Блохина. В адъювантном 
режиме миРНК / антиCD47 изучена в сочетании с активированными макрофагами человека (АМ), миРНК антиМСМ4 /  
антиLIVIN (1:1) – с циклозависимым цитостатиком оксалиплатином (ОXР). Режимы введения обоснованы ранее. 
Показатели и критерии эффективности (treatment / control (Т / С) ≤42 %,), переносимость воздействий и стати-
стический анализ при p <0,05 – стандартные для экспериментальной терапии рака. Лабораторные манипуляции 
регламентированы действующими рекомендациями Минздрава России.
Результаты. Схема миРНК / антиCD47 + АМ практически неэффективна на Рпоч-1 / CD47, Т / С = 45 % (p >0,05). 
Схема с миРНК антиМСМ4 / антиLIVIN + 24 ч на РТК-8, малочувствительном к OXP, показала значимый адъювант-
ный эффект в сравнении с монохимиотерапией, T / C = 33–21 % против Т / С

min
 = 49 % (p ≤0,05). Обе схемы хо-

рошо переносимы.
Заключение. Доклиническое изучение показало спорность предположения о возможности адъювантного при-
менения миРНК / антиCD47 с АМ и перспективность миРНК антиМСМ4 / антиLIVIN на малочувствительной к цикло-
зависимому ОXР модели рака толстой кишки человека с возможностью синхронизации клеточного цикла.
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Background. Small or short double-stranded interfering RNAs (siRNAs, small interfering RNAs) 20–25 nucleotides 
long  are  known  to  be  able  to  target  block  uncontrolled  malignant  proliferation.  As  target  genes,  apoptosis 
inhibitors are considered, including the cellular glycoprotein CD47 (cluster of differentiation 47), and genes of the 
replicative complex that regulate the cell cycle in the S phase. This determines the relevance of the study in tumor 
models of siRNAs aimed at these targets as adjuvants.
Aim. To evaluate the antiproliferative effects of novel siRNAs as adjuvants for immune- / chemotherapy in human 
colorectal and renal cancer models.
Materials and methods. SiRNA / antiCD47 and two-component siRNA antiMSM4 / antiLIVIN were developed at the 
Research  Centre  for  Medical  Genetics  and  studied  in  lipid  dispersion  for  intravenous  (IV)  administration. 
Preclinical models – subcutaneous xenographs of RTK-8 colon cancer and human kidney cancer Rpoch-1 / CD47, 
Balb / c  nude  mice  were  obtained  from  the  N. N.  Blokhin  National  Medical  Research  Center  of  Oncology.  In  the 
adjuvant  mode,  siRNA / antiCD47  was  studied  in  combination  with  activated  human  macrophages  (AM),  siRNA 
antiMSM4 / antiLIVIN  (1:1)  –  with  cyclic-dependent  cytostatic  oxaliplatin  (OXP).  Administration  regimens  are 
justified  earlier.  Efficacy  parameters  and  criteria  (treatment / control  (T / C)  ≤42 %),  tolerability  of  effects  and 
statistical  analysis  at  p <0.05  are  standard  for  experimental  cancer  therapy.  Laboratory  manipulations  are 
regulated by the current recommendations of the Ministry of Health of the Russia.
Results. The siRNA / anti-CD47 + AM regimen was practically ineffective at Rpoch-1 / CD47, T / C = 45 % (p >0.05). 
The antiMCM4 / antiLIVIN + 24 h siRNA regimen on an OXP-insensitive RTK-8 showed a significant adjuvant effect 
against cytostatic, T / C = 33–21 % versus T / C

min
 = 49 % (p ≤0.05). Both combinations were tolerable.

Conclusion. Preclinical study showed the controversy of the assumption about the possibility of adjuvant use of 
siRNA / antiCD47 with AM and  the promise of  antiMSM4 / antiLIVIN  siRNA on  low-sensitivity  to  cycle-dependent 
OXR in human colon cancer with the possibility of cell cycle synchronization.
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Введение
Исследования по созданию лекарственных пре-

паратов на основе малых интерферирующих РНК 
(миРНК) ведутся с момента открытия механизма 
РНК-интерференции (RNAi) в 1998 г. Механизм за-
действован в активации процесса деградации ми-
кроРНК (мРНК) в клетках эукариотов и является 
важным элементом посттранскрипционной регу-
ляции экспрессии генов [1]. В связи с этим выделяют 
2 группы молекул, представляющих интерес с точки 
зрения таргетной терапии: мРНК и миРНК. В 1-ю груп-
пу включают независимо транскрибируемые едини-
цы генома, гены которых расположены в определен-
ных хромосомных локусах. Ко 2-й группе относят 
молекулы, которые образуются в результате биогене-
за мРНК или поступают в клетки извне в результате 
эндоцитоза [2]. Вне зависимости от процесса обра-
ботки все миРНК до связывания с РНК-индуцируе-
мым комплексом выключения генов (RNA-induced 
silencing complex, RICS) представляют собой дуплек-
сы, образованные 2 короткими комплементарными 
молекулами РНК длиной 20–25 нуклеотидов. Пока-

зано, что миРНК, направленно ингибирующие экс-
прессию генов, регулирующих пролиферацию, могут 
рассматриваться в качестве потенциальных таргетных 
адъювантов для поддержания или усиления проти-
воопухолевого действия при раке толстой кишки [3]. 
В качестве возможных таргетных препаратов также 
рассматриваются миРНК, способные подавить экс-
прессию генов-ингибиторов апоптоза при различных 
локализациях рака [4, 5]. Показано, что совместное 
ингибирование экспрессии генов TGF-β1 и COX-2 
при помощи миРНК способствует подавлению роста 
клеток гепатоцеллюлярной карциномы, инфильтра-
ции Т-клеток в опухоль и улучшению ответа на ин-
гибиторы иммунных контрольных точек на мышиных 
моделях [6]. Для усиления фагоцитарной активности 
инфильтрованных в ткань опухоли фагоцитов пред-
лагается блокировать при помощи миРНК экспрес-
сию гена CD47 в клетках опухоли, белковый продукт 
которого – клеточный гликопротеин CD (cluster of 
differentiation) 47, связываясь с рецептором сигнально- 
регуляторного белка α (SIRPα), подавляет фагоцитоз 
опухолевой клетки [7]. Подобные эффекты некоторых 
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миРНК описаны не только на клетках и модельных 
системах, но и при системном (внутривенном или 
подкожном) введении в клинике при терапии редких 
наследственных заболеваний – амилоидной поли-
нейропатии и острой печеночной порфирии [2]. Сре-
ди отечественных соединений такого типа интересны 
полученные в лаборатории молекулярной генетики 
Медико-генетического научного центра комплексы, 
созданные на основе двухцепочечных миРНК длиной 
21 нуклеотид. Новые агенты представляют собой ли-
пидную дисперсию РНК (рабочие шифры миРНК / 
 антиCD47, миРНК антиМСМ4 / антиLIVIN) и вы-
зывают интерес в онкологии в качестве адресных 
 корректоров злокачественной цитопролиферации, 
например, при раке толстой кишки и раке почки. 
В статье приведен экспериментальный подход к из-
учению новых миРНК на моделях опухолей человека 
in vivo под контролем переносимости.

Цель исследования – оценка антипролифератив-
ного действия на моделях колоректального рака и ра-
ка почки человека новых миРНК как адъювантов 
для иммуно- / химиотерапии.

Материалы и методы
 Верификация клеточных мишеней  
для тестируемых миРНК
Использованы перевиваемые клеточные линии 

опухолей человека из биоколлекции НМИЦ онколо-
гии им. Н. Н. Блохина: светлоклеточный рак почки 
Рпоч1КК для миРНК / антиCD47 и колоректальный 
полипозный рак НТ-29 для миРНК антиМСМ4 / 
 антиLIVIN. Обе линии культивировали в стандартных 
условиях. Эффективность РНК-интерференции оце-
нивали по изменению относительного числа копий 
РНК в клетке методом количественной полимеразной 
цепной реакции (ПЦР). В качестве контролей ис-
пользовали клетки без обработки, в случае миРНК / 
 антиCD47 также обработанные липосомальным 
 вектором, загруженным случайными (non-targeting) 
миРНК CON1 [8]. Суммарную фракцию РНК из кле-
ток выделяли общепринятым способом с использо-
ванием реагента ExtractRNA («Евроген», Россия). 
Относительное определение уровня представленно-
сти транскрипта в образце проводили с использова-
нием стандартного оборудования и программного 
обеспечения Applied Biosystems QuantStudio 5 (Thermo 
Fisher Scientific, США), для внутреннего контроля – 
ген GAPDH. Последовательности праймеров пред-
ставлены в табл. 1.

Объекты
Оба агента (далее – сочетания) – это липофиль-

ные субстанции на основе таргетных миРНК миРНК / 
 антиCD47 и двукомпонентной миРНК антиМСМ4 / 
 антиLIVIN. Субстанции получали в лаборатории 

Таблица 1. Последовательности праймеров генов-мишеней

Table 1. Primer sequences of target genes

миРНК 
siRNA

Ген 
Gen

Праймер 
Primer

АнтиCD47 
AntiCD47

CD47-F 5’-AGAAGGTGAAA
CGATCATCGAGC-3’

CD47-R 5’-CTCATCCATA
CCACCGGATCT-3’

АнтиMCM4 
AntiMCM4

МСМ4-F 5’-GACAAGATGA
ATGAAAGTACAA-3’

МСМ4-R 5’-GTCCAGCAAG
AGGAAGATCAA-3’

АнтиLIVIN 
AntiLIVIN

LIVIN-F 5’-AGACTCACT
CCCAGCTGC-3’

LIVIN-R 5’-TTGCACGTC
CTCTCCTCC-3’

Контроль 
Control

GAPDH-F 5’-GGCTGCTTT
TAACTCTGG-3’

GAPDH-R 5’-GGAGGGAT
CTCGCTCC-3’

 молекулярной генетики сложно наследуемых забо-
леваний МГНЦ им. акад. Н. П. Бочкова с использо-
ванием дисперсии катионных липосом. Субстанции 
представляли собой готовые стерильные растворы 
для инъекций с pH 6,8–7,4. Для введения мышам 
ранее установлена переносимость растворов под кон-
тролем отсутствия гибели от тромбоэмболии 
из-за возможной агрегации частиц. Инъекции вы-
полняли в хвостовую вену мыши в индивидуальном 
режиме, все растворы вводили ex tempore.

МиРНК / антиCD47 содержит липидную диспер-
сию и двухцепочечные молекулы РНК длиной 21 нук-
леотид, которые образуют наноструктурированные 
липоплексы (частицы) диаметром 120 ± 20 нм [9]. 
Достаточная для подавления экспрессии таргетного 
гена в линии клеток Рпоч1 КК / CD47 концентрация 
миРНК / антиCD47, определенная предварительно 
через 48 ч после трансфекции, составляла от 25 до 50 нМ. 
Учитывая короткий период действия блокатора 
для применения АМ, рекомендован интервал 24 ч 
после курса миРНК.

Для внутривенного введения использован раствор 
0,025 % концентрации (0,25 мг / мл по активному на-
чалу), разовая доза 3 мг / кг (75 мкг / мышь) в объеме 
0,3 мл, необходимые сведения для анализа результа-
тов. АМ получены из периферической крови здоро-
вых доноров и активированы липополисахаридом 
(методика описана в разделе «Результаты»). Исходная 
концентрация готовой инъекционной суспензии АМ 
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в изотоническом растворе составляла 2 × 107 кл / мл, 
рабочая концентрация – 1 × 106 кл / мышь.

Сочетание миРНК / антиCD47 + 6 ч + АМ вну-
тривенно вводили непосредственно после приготов-
ления раствора мышам с подкожными ксенографта-
ми рака почки Рпоч1 / СD47 с помощью стерильных 
одноразовых пластиковых шприцов. Введение соче-
тания повторяли 3-кратно с интервалом 6 ч, разовая 
доза миРНК / антиCD47 составила 3 мг / кг в 0,3 мл, ра-
зовая доза АМ – 1 × 105 кл / мышь в 0,1 мл. График введе-
ния: 4, 6 и 8-е сутки после имплантации опухоли.

АнтиМСМ4 / антиLIVIN – субстанция в виде сус-
пензии в инъекционном растворе, концентрация 
0,25 мг / мл (растворитель – стерильный физиологи-
ческий раствор), содержание основного вещества 
в антиМСМ4 / антиLIVIN составляло 99 %. Введение 
мышам с РТК-8 выполняли внутривенно медленно 
(в течение 1 мин) в разовой дозе 5 мг / кг в режи-
ме 3-кратного курса с интервалом 48 ч (суммар-
но 15 мг / кг). Сроки лечения – 5, 7 и 9-е сутки по от-
ношению к имплантации опухоли.

Оксалиплатин (ОXР) – коммерческий препарат 
(Sanofi-Aventis France, Франция) во флаконе 20 мл 
(концентрация 5 мг / мл). В монорежиме ОXР вводи-
ли мышам с РТК-8 внутрибрюшинно однократно 
в эффективной дозе 12,5 мг / кг [10] после окончания 
введений миРНК (10-е сут опыта).

Сочетание антиМСМ4 / антиLIVIN + 24 ч + ОXР 
вводили последовательно в указанной схеме.

Лабораторные животные. Иммунодефицитные 
мыши (разведения и содержания НМИЦ онкологии 
им. Н. Н. Блохина [11]) отобраны под контролем стан-
дартной динамики прироста массы тела путем взве-
шивания в день начала опыта на электронных весах 
МW-T series, User’s Manual (CAS, США) с ценой де-
ления 0,01 г. Отобранных мышей массой тела 20–22 г 
делили на группы по 6–8 особей, одну из групп без 
специфического лечения (мыши получали внутри-
венно физиологический раствор в соответствующем 
объеме и схеме введения) использовали для контро-
ля роста опухоли (КРО).

Опухолевые модели. Подкожные ксенографты 
рака почки человека Рпоч1 (клеточная линия Рпоч1 КК) 
и рака толстой кишки человека РТК-8 (клеточная 
линия НТ29) получены из Коллекции опухолевых 
штаммов человека НМИЦ [12]. Первая подкожная 
имплантация опухоли после криохранения выполне-
на 2 мышам-донорам по 5 × 106 клеток в объеме 0,5 мл 
на мышь. Для опыта использованы донорские опу-
холи 2-го пассажа in vivo, достигшие пальпируемых 
размеров; 20 % опухолевую суспензию трансплан-
тировали билатерально (в правый и левый бок) 
по 50 мг на мышь, соответственно в каждой группе 
по 12–16 опухолевых узлов. Особенности схем ле-
чения даны при описании каждого из агентов. На-

личие экспрессии CD47 в клетках Рпоч1 КК под-
тверждено заранее.

Оценка эффективности воздействия. После окон-
чания лечения у мышей всех групп трехкратно изме-
ряли объемы опухолей и рассчитывали соотношение 
средних объемов опухолей Т / С (treatment / control) 
как стандартный показатель эффективности. Крите-
рий эффективности – T / С <42 %, при Т / С = 100 % 
в группе КРО. В ряде случаев внутри каждой группы 
дополнительно оценивали в динамике скорость роста 
опухоли как соотношение средних объемов опухоле-
вых узлов в последующий срок наблюдения по отно-
шению к предыдущему [V

х
 / V

х – 1
] [13].

Оценка переносимости воздействия. В период про-
ведения эксперимента контролировали качество жиз-
ни мышей (состояние / поведение), в также гибель 
от возможной токсичности, ожидаемой от непрогно-
зируемых для нового объекта причин.

Статистическая обработка данных. Величина 
T-теста в сравниваемых группах, полученная при рас-
чете критерия Фишера с помощью компьютерных 
программ Excel 2013 и Excel для Windows 2007, свиде-
тельствовала о достоверности различий при p <0,05.

Завершение экспериментов. После завершения 
исследования мышей умерщвляли декапитацией с со-
блюдением Принципов надлежащей лабораторной 
практики.

Результаты и обсуждение
Сочетание миРНК / антиCD47 + АМ
Активация макрофагов человека. Опухолевые клет-

ки модифицировали методом липофекции миРНК 
для снижения уровня экспрессии рецептора CD47. 
Макрофаги выделяли из образцов лейкоцитарной 
взвеси здоровых доноров, полученной из отделения 
переливания крови НМИЦ онкологии им. Н. Н. Бло-
хина и активировали по данной методике [14]. Изу-
чение жизнеспособности и фенотипа макрофагов 
показало, что при окрашивании трипановым синим 
количество живых клеток составляет в среднем 
98,2 %, а цитотоксическая активность АМ реализу-
ется при соотношении «опухолевые клетки / макро-
фаги» 1:1. Методика приведена подробно из-за опре-
деленной ранее вариабельности жизнеспособности. 
АМ представляют собой клетки, характерные для мо-
ноцитов человека и одновременно экспрессирующие 
в 44 ± 2,8 % случаев молекулы CD14 (45 ± 5,2 %), 
CD56 (10 ± 9,4 %), а также CD11c (доля 46 ± 7,5 %).

Действие на рост опухоли. Показано, что в группе 
КРО в процессе роста размеры опухоли варьируют 
от V

cр
 = 299 ± 145 до V

cр
 = 587 ± 184 мм3, Т / С = 100 %. 

Скорость роста опухоли к окончанию опыта со-
ставила [V

III
 / V

II
] = 3,6, что свидетельствует о начале 

экспоненциальной фазы роста. В группе миРНК / 
 антиCD47 + 6 ч + AM слабый и незначимый эффект 
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получен только на 6-е сутки после окончания курса, 
Т / С = 45 % против критерия Т / С ≤42 %. Динамика 
роста опухоли слабо положительная [V

III
 / V

II
] = 2,1 

(рис. 1) и характерна для кратковременной стабили-
зации процесса. Кривые роста опухоли наглядно ил-
люстрируют динамику описанных процессов. Пере-
носимость миРНК / антиCD47 + 6 ч + AM в изученной 
схеме и дозах при 3-кратном внутривенном введении 
через 48 ч была удовлетворительной, без побочных 
эффектов.

Сочетание миРНК антиМСМ4 / антиLIVIN + OXP
Действие на рост опухоли. В группе КРО подкож-

ные ксенографты РТК-8 без лечения в течение 18 дней 
роста увеличились от V

cр
 = 84 ± 21 до V

cр
 = 451 ± 

131 мм3. В группе миРНК антиМСМ4 / антиLIVIN + 
OXP в течение 12 дней после окончания лечения по-
лучен значимый и достоверный противоопухолевый 
эффект на уровне Т / С = 33, 26 и 21 % соответствен-
но (p <0,05). Переносимость воздействия в изученных 
схеме и дозах при внутривенном введении была удов-
летворительной, без побочных эффектов. В груп-
пах монотерапии на адекватные сроки эффект 
был слабым и находился ниже порогового уровня 
(Т / С ≤42 %), Т / С = 62 / 67 и Т / С = 69 / 53 % (p >0,05). 
Кривые роста опухолей адекватно иллюстрируют ди-
намику описанных процессов (рис. 2, 3).

Полученные данные свидетельствуют о том, 
что сочетание миРНК антиМСМ4 / антиLIVIN + OXP 
с предварительным длительным (на 5–9-й дни после 
трансплантации) введением дуплекса и последующим 
(через 1 сут) введением цитостатика оказалось эф-
фективным. Положительная динамика торможения 
роста опухоли во времени после сочетанной терапии 
со значимым снижением Т / С = 33 % до Т / С = 21 % 

(критерий Т / С <42 %) привела к минимальному объ-
ему опухолевых узлов 400 мм3 через 3 нед. В сравне-
нии с применением компонентов сочетания в моно-
режиме, не оказавшем значимого ингибирующего 
действия в использованных режимах, Т / С >49 %. Это 
позволяет считать, что примененная в адъювантном 
режиме миРНК антиМСМ4 / антиLIVIN + OXP при 
лечении малочувствительной к OXP опухолевой моде-
ли может существенно повысить противоопухолевый 
эффект цитостатика при его максимальной дозиров-
ке. С учетом направленности дуплекса на контроль 
клеточного цикла можно рассматривать реставрацию 
апоптоза выживших после цитостатика и находящих-
ся в интерфазе клеток как возможный механизм адъю-
вантного усиления ингибирующего действия [15].

Рис. 1. Динамика роста подкожного ксенографта Рпоч 1 под дей-
ствием миРНК / антиCD47 + активированные макрофаги человека 
(АМ) в режиме 3-кратного внутривенного введения

Fig. 1. Dynamics of Rpoch-1 subcutaneous xenograph growth under the action 
of siRNA / anti-CD47 + activated human macrophages (AM) in the mode  
of 3-fold intravenous administration

Рис. 2. Динамика роста подкожных ксенографтов рака толстой 
кишки человека РТК-8 у мышей-самцов Balb / c nude при адъювантной 
терапии миРНК антиМСМ4 / антиLIVIN + оксалиплатин (ОXР)

Fig. 2. Growth dynamics of subcutaneous human colon cancer xenographs 
RTK-8 in male Balb / c nude mice with adjuvant therapy of antiMCM4 / 
 antiLIVIN + oxaliplatin (OXP) siRNA

Рис. 3. Сравнительная эффективность адъювантной терапии  
миРНК антиМСМ4 / антиLIVIN + оксалиплатин (ОXР) на подкож-
ных ксенографтах рака толстой кишки человека РТК-8 на 12-е сут-
ки после лечения. Т / С – treatment / control (лечение / контроль).

Fig. 3. Comparative efficacy of adjuvant therapy with antiMCM4 /  
antiLIVIN + oxaliplatin (OXP) siRNA against subcutaneous human colon 
cancer xenographs RTK-8 on day 12 after treatment. Т / С – treatment / 
 control
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Заключение
Доклинические исследования на опухолях чело-

века in vivo 2 ориентированных на определенные он-
комишени парентеральных миРНК выявили неко-
торые характеристики их действия в адъювантном 
режиме для иммуно / химиотерапии. Отсутствие те-
рапевтического выигрыша цитотоксичных АМ на 
модели рака почки человека Рпоч-1 / CD47+ при со-
четании с направленной на реставрацию макрофа-
гального звена миРНК / антиCD47 не дает основания 
для положительной оценки адъювантных свойств 
этого агента. Однако установленные переносимые 
дозовые и временные характеристики между компо-
нентами открывают возможность поиска ожидаемо-

го эффекта путем оптимизации схемы сочетанного 
воздействия, возможно, при другой локализации 
процесса, например, при меланоме кожи. Направ-
ленная на «выключение» контролирующих целост-
ность генома генов-ингибиторов композиция миРНК 
антиМСМ4 / антиLIVIN показала способность дву-
кратно усиливать ингибирующее действие алкили-
рующего цитостатика OXP на малочувствительной 
модели рака толстой кишки РТК-8. Предположено, 
что адъювантный эффект возникает благодаря син-
хронизации клеток в S-фазе без выхода в митоз. Эта 
композиция может рассматриваться как потенциаль-
ный адъювант для специфической противоопухоле-
вой химиотерапии циклозависимыми агентами.
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