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Мультипотентные мезенхимальные стромаль-
ные клетки (ММСК�) являются одной из основных 
моделей для разработки методик в области ген-
но-клеточных технологий для лечения множест-
ва заболеваний благодаря легкому получению из 
разных тканей, от пациентов разных возрастных 
групп, высокому пролиферативному и дифферен-
цировочному потенциалам. К�роме того, измене-
ния, происходящие с ММСК� in vitro, наиболее пол-
но отражают их поведение в моделях in vivo ‒ в от-
личие от иммортализованных клеточных линий. 
Сложность в работе с этим типом клеток состоит 

в том, что ММСК�, как и многие первичные культу-
ры, трудно трансфицировать, что связано с их бо-
лее медленной пролиферацией по сравнению с им-
мортализованными клеточными линиями [1, 2].

Основные задачи, требующие решения при  
доставке нуклеиновых кислот в клетки, ‒ достиже-
ние высокой эффективности и безопасности. Виру-
сная трансдукция высокоэффективна, но не безопа-
сна  ‒  из-за возможности возникновения инсерци-
онного мутагенеза в случае интеграции вирусных  
векторов в геном и нежелательной иммуноген-
ности. К�роме того, вирусные системы доставки  
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Мультипотентные мезенхимальные стромальные клетки (ММСК�) могут служить как моделью 
для разработки методик в области генно-клеточных технологий, так и средством доставки 
нуклеиновых кислот в организм, в том числе в составе тканеинженерных конструкций. Молекулы 
коротких интерферирующих РНК� (siРНК�), действующие по механизму РНК�-интерференции, 
являются высокоточным инструментом для генетического сайленсинга их мишеней ‒ мРНК�-
транскриптов целевых генов. Поиск трансфекционных агентов, обладающих низкой токсичностью 
и в то же время высокой эффективностью доставки молекул siРНК� и других нуклеиновых кислот 
в ММСК�, является актуальной задачей для разработки терапии на основе данных молекул. 
Сравнительная оценка эффективности и цитотоксичности пяти трансфекционных агентов для 
доставки молекул siРНК� показала, что агенты на основе катионных полимеров более эффективны, 
чем липосомы, тогда как цитотоксичность не зависит от химического класса агента. Для двух из 
трех трансфекционных агентов, выбранных по эффективности и относящихся к разным классам 
‒ TurboFect и Lipofectamine® 3000, ‒ выявлено умеренное влияние на жизнеспособность клеток, 
что позволяет рекомендовать их в качестве высокоэффективных и относительно низкотоксичных 
агентов для трансфекции культур ММСК�.
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ограничены относительно небольшой вместимо-
стью последовательности трансгена, а также слож-
ностями их производства и масштабирования [2].

Методы невирусной доставки нуклеино-
вых кислот (трансфекции) более безопасны, как 
правило, не индуцируют иммунный ответ и хо-
рошо воспроизводимы, что важно для техноло-
гий модификации ММСК�. Но, согласно данным 
многих авторов, большинство из них характе-
ризуется низкой эффективностью и высокой 
токсичностью [2‒4].

Методы трансфекции клеточных культур мо-
гут быть основаны на повышении проницаемо-
сти клеточных мембран за счет нарушения их 
целостности – это микроинъекция, электропо-
рация, нуклеофекция, сонопорация. Такие мето-
ды доставки достаточно эффективны, но их ис-
пользование ограничено токсичностью за счет 
механического повреждения клеточной мем-
браны, поэтому они не могут быть применены  
in vivo из соображений безопасности [2]. Хими-
ческие трансфекционные агенты, включая ли-
пиды, полимеры различной структуры, фосфаты 
кальция, наночастицы, способны переносить ну-
клеиновые кислоты в клетки посредством естест-
венных механизмов транспорта через мембрану, 
таких как макропиноцитоз, клатринзависимый 
или кавеолярный эндоцитоз [2, 5]. Выбор меха-
низма обусловлен преимущественно размером и 
зарядом макромолекулы трансфекционного аген-
та [6]. Показано, что поглощение липоплексов 
происходит только за счет клатринопосредован-
ного эндоцитоза, в то время как захват полиплек-
сов происходит одновременно с помощью двух 
механизмов – клатринзависимого и кавеолярно-
го эндоцитоза [4].

Молекулы коротких интерферирующих РНК� 
(siРНК�), действующие по механизму РНК�-ин-
терференции, являются точным инструментом 
для генетического сайленсинга их мишеней ‒  
мРНК�-транскриптов целевых генов. По сравне-
нию с другими классами малых молекул дейст-
вие siРНК� отличается высокой специфичностью и 
эффективностью.

Повышение эффективности доставки молекул 
siРНК� или других нуклеиновых кислот в клетки 
важно при разработке терапии на основе ММСК�, 
тканеинженерных конструкций или биосовмести-
мых материалов. Импрегнированные в такие кон-
струкции или материалы молекулы могут влиять 
на процессы дифференцировки и перепрограмми-
рования как отдельных клеток, так и клеточных 
популяций, тем самым снижая риск отторжения 
трансплантата или направляя секрецию терапев-
тических средств [2]. В связи с этим возникает по-

требность в поиске новых агентов и методик для 
повышения эффективности трансфекции ММСК�.

Цель исследования ‒ сравнительная оценка 
цитотоксичности и эффективности доставки мо-
лекул siРНК� в культуры ММСК� с помощью пяти 
различных трансфекционных агентов:

1) на основе липосом METAFECTENE® 
PRo (Biontex, США), Lipofectamine® 2000 и 
Lipofectamine® 3000 (Thermo Fisher Scientific, 
США);

2) на основе катионных полимеров TurboFect 
(Thermo Fisher Scientific) и PEI 25 кДа (Cat.  
No 23966-1; Polyscience, США).

уСЛОВИЯ ЭКСПеРИМеНТА

Трансфекция 
В работе использовали ММСК� жировой тка-

ни человека на третьем пассаже. К�ультуры были 
получены из тканей здоровых доноров, подписав-
ших добровольное информированное согласие, 
после получения разрешения этического комите-
та ФГБНУ «МГНЦ».

ММСК� трансфицировали липоплексами/по-
липлексами, состоящими из siРНК� (50 пмоль/мкл) 
с флуоресцентной меткой 6-карбоксифлуоресцеи-
ном (6-FAM), не нацеленными ни на один извест-
ный ген человека (табл. 1), и METAFECTENE® 
PRo, Lipofectamine® 2000, Lipofectamine®  
3000 или TurboFect в соотношении азот/фосфат 
(N/P) 1:2 или PEI в соотношении N/P 1:3. К�оли-
чества/соотношения siРНК� и трансфекционных  
агентов были определены после предваритель-
ной оптимизации методики согласно рекоменда-
циям производителей. Липоплексы/полиплексы 
формировали в натрий-фосфатном буфере Дуль-
бекко (DPBS) или в среде opti-MEM (Thermo 
Fisher Scientific) в течение 20 мин. Трансфек-
цию проводили в 24-луночном культуральном 
планшете при достижении клеточными культу-
рами 70‒80%-ного конфлюэнтного монослоя  
в 1 мл среды opti-MEM с 5% эмбриональной сы-
воротки теленка (ЭТС) (PAA Laboratories, США) 
в течение 24 ч. В качестве контроля использовали 
ММСК�, которые инкубировали в эквивалентных 
количествах среды opti-MEM с 5% ЭТС и до-
бавлением DPBS или opti-MEM, а также в при-
сутствии трансфекционных агентов. Последова-
тельности молекул siРНК� были взяты из работы 
Horova и соавт. [7].

Сразу после трансфекции и каждые тре-
тьи сутки культурам заменяли среду на DMEM 
(«Панэко», Россия), содержащую 10% ЭТС,  
4 мM L-глутамина («Панэко»), 100 мг/л амикаци-
на (ОАО «Синтез», Россия).
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 ГАЛИЦыНА и др.

Проточная цитофлуориметрия
Эффективность трансфекции ММСК� в су-

спензии оценивали при помощи проточного ци-
тофлуориметра CyFlow® Space (Partec, США) и 
пакета программ FloMax® Software (Partec).

МТТ-тест
Цитотоксичность липоплексов/полиплексов ана-

лизировали на первые и седьмые сутки после прове-
дения трансфекции с помощью МТТ-теста по стан-
дартной методике [8], определяя количество живых 
клеток в лунке планшета. Измерения поглощения 
кристаллов формазана проводили на многофункци-
ональном планшетном ридере EnSpire® Multimode 
Plate Reader (PerkinElmer, США) при длине волны 
570 нм и вычитали фоновое значение при 620 нм.

Статистический анализ
Статистическую обработку полученных данных 

и построение диаграмм выполняли в программе 
GraphPad Prism 8.00 (США). Межгрупповые разли-
чия определяли с помощью критерия Даннета при 
сравнении трех и более групп. Статистически зна-
чимыми считали различия при значениях p < 0,05.

РезуЛьТАТЫ И ОБСужДеНИе

Для доставки молекул siРНК� в ММСК� на-
иболее эффективными оказались трансфекци-
онные агенты на основе катионных полимеров: 
TurboFect и PEI (87,53±9,92% и 97,67±0,67% 
трансфицированных клеток соответственно). Из 
трансфекционных агентов на основе липосом са-
мым эффективным был Lipofectamine® 3 000, при 
использовании которого удалось достичь содер-
жания трансфицированных клеток в культуре на 
уровне 78,02±18,44% (табл. 2). 

Ранее нами была исследована [9,10] эффектив-
ность трансфекции культур ММСК�, полученных 
из жировой ткани и пульпы зубов человека, и по-
казано, что доставка молекул siРНК� более эффек-
тивно происходила с помощью TurboFect (97,2%  
и 98,5% трансфицированных клеток соответст-
венно), чем при использовании Lipofectamine® 
2000 (менее 13%) и METAFECTENE® PRo 

(менее 5%). По эффективности трансфекции 
ММСК� с помощью TurboFect полученные нами 
результаты сопоставимы с опубликованными; 
а при использовании METAFECTENE® PRo и 
Lipofectamine® 2000, благодаря оптимизации ме-
тодики, нам удалось повысить долю трансфици-

рованных клеток до 19,52±1,82% и 20,15±0,78% 
соответственно (табл. 2).

В предыдущих исследованиях нами показа-
но, что Lipofectamine® 2000 достаточно эффекти-
вен при трансфекции клеточной линии HEK-293 
– более 65% [10]. На той же линии клеток, HEK-
293, Shi и соавт. [5] показали, что при использо-
вании Lipofectamine® 3000 трансфекция и тран-
сдукция клеток проходят намного эффективнее, 
чем с Lipofectamine® 2000. 

В исследовании Hoare и др. [11], прове-
денном на ММСК� из костного мозга человека, 
при трансфекции плазмидной ДНК� с помощью 
Lipofectamine® 2000 в концентрациях, в несколь-
ко раз превышающих рекомендованные произво-
дителем и использованных нами в этом исследо-
вании, наибольшая эффективность трансфекции 
составила 39,08%. Увеличение количества/изме- 
нение соотношения трансфекционного агента и 
плазмидной ДНК� приводило к повышению эф-
фективности трансфекции, но одновременно зна-
чительно снижало жизнеспособность клеток в 
культуре – с 78,64% до 53,3% через 48 ч после 
трансфекции. В работе de Carvalho и соавт. [1], про-
веденной на ММСК�, полученных из костного мозга  
человека, использование Lipofectamine® 3000 в 
концентрациях, рекомендованных производите-
лем, приводило к трансфекции плазмидной ДНК� 
только 26% клеток. Сравнив полученные нами ре-
зультаты с вышеприведенными данными других 

Та бл и ц а  1

Использованная в работе siРНК
The siRNA used

Цепь siРНК� Последовательность 5’→3’

Прямая FAM-AGGUCGAACUACGGGUCAAdTdC

Обратная FAM-UUGACCCGUAGUUCGACCUdAdG
Та бл и ц а  2

Эффективность трансфекции ММСК липоплек-
сами/полиплексами, образованными с помощью 
различных трансфекционных агентов
The efficiency of MSC transfection by lipopolyplexes/
polyplexes formed by different transfection reagents

Трансфекционный агент Эффективность 
трансфекции, %

METAFECTENE® PRo 19,52 ± 1,82
Lipofectamine® 2000 20,15 ± 0,78
Lipofectamine® 3000 78,02 ± 18,44
TurboFect 87,53 ± 9,92
PEI 97,67 ± 0,67

Примечание: Эффективность трансфекции оценивали мето-
дом проточной цитофлуориметрии.
Note: Transfection efficiency was evaluated by flow cytometry.
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авторов, можно сделать вывод, что нам удалось вы-
полнить более эффективную трансфекцию ММСК�  
с помощью Lipofectamine® 3000. Это может быть  
связано с различиями как в типах ММСК�, так и в 
размерах трансфицируемых молекул ‒ siРНК� го-
раздо меньше, чем плазмидная ДНК�.

По результатам МТТ-теста на первые сут-
ки эксперимента все трансфекционные агенты в 
составе липоплексов/полиплексов незначитель-
но снижали жизнеспособность клеток относи-
тельно контрольной группы. Наибольшую цито-
токсичность проявляли липоплексы/полиплексы, 
образованные с помощью Lipofectamine® 3000 и 
PEI: 85,2±4,38% и 86±3,4% жизнеспособных кле-
ток соответственно. К�оличество жизнеспособных 
клеток в присутствии липоплексов/полиплексов, 
образованных с помощью остальных трех тран-
сфекционных агентов, составило более 95%. 

На седьмые сутки эксперимента наибольшую 
цитотоксичность показали липоплексы/полиплек-
сы, образованные с помощью PEI (16,54±1,53% 
жизнеспособных клеток от значений контроль-
ной группы), и в меньшей степени ‒ TurboFect и 
Lipofectamine® 3000 (61,15±15,36% и 58,37±2% 
соответственно). Статистически незначимое сни-
жение жизнеспособности клеток наблюдали толь-
ко в присутствии липоплексов/полиплексов с 
METAFECTENE® PRo и Lipofectamine® 2000 – 
не менее 93,36±3,6% (рис. 1). 

Известно, что при формировании полиплек-
сов на основе PEI значительная часть полиме-
ра остается в свободной форме, что частично 

может быть причиной цитотоксичности в кле-
точных культурах [12]. В проведенном нами ис-
следовании добавление PEI отдельно к культу-
рам ММСК� незначительно влияло на количест-
во жизнеспособных клеток, которое составляло 
95,15±2,7% на первые сутки эксперимента и 
93,48±3,4% на седьмые сутки и статистически 
отличалось от значений контрольной группы. 
Уменьшение соотношения N/P для siРНК�/PEI 
до 1:2 статистически незначимо снижало пока-
затели эффективности трансфекции и цитоток-
сичности (данные не приведены). Относитель-
ная жизнеспособность клеток в присутствии 
остальных трансфекционных агентов без добав-
ления к ним молекул siРНК� статистически зна-
чимо отличалась от контрольной только в груп-
пах с добавлением TurboFect и Lipofectamine®  
3000 и составила более 94,8±2,37% на первые 
сутки и более 92,78±5,13% на седьмые сутки по-
сле проведения трансфекции, что свидетельст-
вует об их низкой цитотоксичности (рис. 2). 

жизнеспособность клеток была значимо  
(p < 0,001) ниже в группах с наибольшей эффек-
тивностью трансфекции, из чего можно сделать 
заключение об обратной зависимости между эти-
ми параметрами.

Поиск трансфекционных агентов, обладаю-
щих высокой эффективностью доставки молекул 
siРНК� или других нуклеиновых кислот в ММСК� 
и в тоже время не снижающих жизнеспособность 
клеток, необходим для разработки терапевтиче-
ских средств на основе этих молекул.
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Рис. 1. Относительная жизнеспособность ММСК� в присутствии липоплексов/полиплексов, образованных с помо-
щью различных трансфекционных агентов, на первые (a) и седьмые (b) сутки после проведения трансфекции (МТТ-
тест). ***p < 0,001 для экспериментальных групп относительно контрольной; MET PRo – METAFECTENE® PRo; 
Lip 2000 – Lipofectamine® 2000; Lip 3000 – Lipofectamine® 3000.

Fig. 1. Relative viability of MSCs incubated with lipopolyplexes/polyplexes, formed by different transfection reagents on the 
1st (a) and 7th (b) day after transfection (MTT assay). ***p < 0,001; MET PRo – METAFECTENE® PRo; Lip 2000 – Lipo-
fectamine® 2000; Lip 3000 – Lipofectamine® 3000.
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Рис. 2. Относительная жизнеспособность ММСК� в присутствии различных трансфекционных агентов на первые (a) 
и седьмые (b) сутки после проведения трансфекции (МТТ-тест). *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001 для эксперимен-
тальных групп относительно контрольной; MET PRo – METAFECTENE® PRo; Lip 2000 – Lipofectamine® 2000; 
Lip 3000 – Lipofectamine® 3000.

Fig. 2. Relative viability of MSCs incubated with different transfection reagents on the 1st (a) and 7th (b) day after transfection 
(MTT assay). *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001; MET PRo – METAFECTENE® PRo; Lip 2000 – Lipofectamine® 2000; 
Lip 3000 – Lipofectamine® 3000.

В данном исследовании продемонстрирова-
но, что полиплексы/липоплексы, образованные с 
помощью TurboFect и Lipofectamine® 3000, мо-
гут быть использованы для эффективной достав-
ки молекул siРНК� в ММСК�. Незначительное вли-
яние на жизнеспособность клеток через 7 сут 
после проведения трансфекции позволяет реко-
мендовать TurboFect и Lipofectamine® 3000 как 
высокоэффективные и относительно низкоток-
сичные агенты для трансфекции культур ММСК�.
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Abstract–Multipotent mesenchymal stromal cells (MSCs) can be used as a model for the development 
of gene and cell technologies and as a means of delivering nucleic acids to the body, including as part of 
tissue-engineering constructs. Small interfering RNA (siRNA) molecules acting by the RNA interference 
mechanism are a high-precision tool for genetic silencing of target mRNA transcripts. The search for low 
toxic and highly efficient transfection agents for delivery of siRNA or other nucleic acids to MSCs is an 
urgent task for the development of therapy based on these molecules. A comparative evaluation of five 
transfection agents showed that compounds based on cationic polymers were more efficient in delivering 
siRNA molecules than liposomes, while the cytotoxicity of all tested reagents was independent of their 
chemical structure. For two of the three transfection agents selected according to their efficiency and 
belonging to different classes, TurboFect and Lipofectamine® 3000, a moderate effect on cell viability 
was revealed. The results obtained allow us to recommend TurboFect and Lipofectamine® 3000 as highly 
efficient and relatively low-toxic agents for transfection of MSCs cultures.

Key words: multipotent mesenchymal stromal cells, siRNA, transfection, lipofection, cationic lipids, 
cationic polymers, polyethyleneimine.
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