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Злокачественное перерождение клеток, обуслов�
ленное структурно�функциональными изменения�
ми различных генов, в том числе – активацией
протоонкогенов, лежит в основе целого ряда онко�
логических заболеваний [1]. В настоящее время
общепринято представление о том, что этот про�
цесс многостадийный и начинается с активации,
по крайней мере, двух онкогенов, что и является
ключевым этапом для дальнейшей активации цело�

го каскада протоонкогенов, ведущей к опухолевой
трансформации стволовой кроветворной клетки
(СКК) [2]. Это происходит на ранних этапах крове�
творения, в результате чего трансформированная
клетка теряет способность к контролируемой про�
лиферации и дифференцировке. Значительная доля
трудоспособного населения Земли страдает от раз�
личных форм злокачественных заболеваний, в том
числе, лейкозов [3].
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Гиперэкспрессию онкогена c�kit в злокачественных клетках обнаруживают у 80% больных острым ми�
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дукции. Последовательности малых интерферирующих РНК (siРНК), эффективно подавляющих экс�
прессию онкогена c�kit, синтезировали, беря за основу некоторые фрагменты последовательностей
соответствующих мРНК этого гена. Сконструированы лентивирусные векторы, направляющие синтез
шпилечных РНК (shРНК) – предшественников siРНК, которые стабильно подавляют экспрессию он�
когена c�kit как в модельных клетках, так и в перевиваемых клетках линии Kasumi�1, полученных от
больного с острым миелоидным лейкозом.
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В настоящее время установлены лишь некото�
рые из онкогенов, участвующие в канцерогенезе у
большинства видов опухолей. Это ограничивает
возможности поиска и выбора подходов для лече�
ния, и в частности, поиска терапевтических ге�
нов�мишеней и их белковых продуктов [4, 5].

В случае острых миелоидных лейкозов чело�
века с высокой частотой выявляются мутации ге�
нов, ответственных за пролиферацию и диффе�
ренцировку клеток крови. К их числу относят му�
тации гена c&kit, расположенного на четвертой
хромосоме и кодирующего рецепторный тиро�
зинкиназный белок KIT. Мутации гена c&kit у па�
циентов при остром миелоидном лейкозе (ОМЛ)
встречаются не более чем в 5% случаев, при этом
примерно в 20% случаев их выявляют у больных,
имеющих транслокацию t(8;21), которая приводит
к синтезу химерного онкобелка AML1�ETO [6, 7].

Важно отметить, что гиперэкспрессия продукта
гена c&kit – рецепторной тирозинкиназы KIT, в том
числе, и его немутантной формы, наблюдается бо�
лее чем у 80% пациентов с ОМЛ [8]. Нарушение
нормальной экспрессии c&kit обусловливает усиле�
ние пролиферативных свойств клеток и их выжива�
емости. Онкобелок AML1�ЕТО влияет на функции
факторов транскрипции или компонентов коакти�
ваторных комплексов, нарушая дифференцировку
и апоптоз клеток. Предполагается, что сочетание
этих процессов может быть причиной злокаче�
ственного перерождения гемопоэтических клеток�
предшественников, приводящей к развитию ОМЛ
[2, 9].

Перспективным современным подходом к ис�
следованию функциональной активности генов,
в том числе, и активированных онкогенов, явля�
ется РНК�интерференция, основанная на подав�
лении экспрессии генов на посттранскрипцион�
ном уровне при помощи коротких дуплексов
siРНК (small interfering RNA, малые интерфери�
рующие РНК) длиной 21–23 н. с выступающими
двумя–тремя нуклеотидами на 3'�концах [10, 11].
В настоящее время этот подход используется для
исследования функциональных свойств генов. В
ряде работ показана принципиальная возмож�
ность использования синтетических siРНК для
подавления экспрессии самых разных генов�ми�
шеней, в том числе, и активированных онкогенов
[11–14]. Однако, несмотря на положительные ре�
зультаты, полученные с помощью синтетических
siРНК, все еще остро стоят вопросы, связанные с
повышением их стабильности in vitro и in vivo, а
также с повышением эффективности их доставки
в клетки мишени”) [11, 15, 16]. Для увеличения
стабильности в синтетические siРНК вносят спе�
цифические химические модификации [17, 18].

Эффективен метод введения интерферирую�
щих РНК в клетки с использованием рекомби�
нантных ретро� и лентивирусных векторов, на�

правляющих в трансдуцированных клетках синтез
шпилечных РНК (shРНК) – предшественников
малых интерферирующих РНК. siРНК образуются
из shРНК под действием клеточного белка Дайсе�
ра (Dicer), обладающего рибонуклеазной активно�
стью [11, 19]. Показано, что шпилечные конструк�
ции могут быть успешно применены для подавле�
ния экспрессии генов, участвующих в развитии
вирусных инфекций, и некоторых активирован�
ных онкогенов [20, 21]. Можно применить этот
подход также для подавления экспрессии онкоге�
нов, выявляемых при острых миелоидных лейко�
зах, которые, как полагают, являются ключевыми
факторами развития ОМЛ.

В настоящей работе приведены результаты
двух подходов к угнетению активированного он�
когена человека с&kit с использованием новых
синтетических siРНК и shРНК, экспрессия кото�
рых направляется рекомбинантными лентиви�
русными векторами.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Структура и синтез siРНК. siРНК получали пу�
тем гибридизации в буфере Р (100 мМ ацетат ка�
лия, 30 мМ HEPES�KOH, рН 7.4, 2 мМ ацетат
магния) антисмысловой и смысловой цепей, ко�
торые синтезированы в ЛХРНК ИХБФМ СО
РАН с использованием твердофазного фосфита�
мидного метода на автоматическом синтезаторе
ASM�102U(“Биоссет”, Россия). Синтезированы
следующие siРНК длиной 21 п.н.: siРНК KIT�1, го�
мологичная фрагменту пятого экзона мРНК с&kit
(смысловая цепь 5'�CGGUGACUUCAAUUA�
UGAAUU�3', антисмысловая цепь 5'�UUCAUAA�
UUGAAGUCACCGUG�3') и siРНК KIT�2, гомо�
логичная фрагменту девятого экзона мРНК с&kit
(смысловая цепь 5'�CGGUUGAAUGUAAGGC�
UUAUU�3', антисмысловая цепь 5'�UAAGCCU�
UACAUUCAACCGUG�3'). В качестве отрицатель�
ного контроля использовали siРНК siScr, которая не
гомологична известным последовательностям
мРНК генов мыши, крысы и человека (смысловая
цепь 5'�CAAGUCUCGUAUGUAGUGGUU�3', ан�
тисмысловая цепь 5'�CCACUACAUACGAGACU�
UGUU�3').

Клеточные линии. Использовали перевивае�
мые клетки почки эмбриона человека HEK293,
перевиваемые фибробласты эмбриона мыши ли�
нии SC1 и клетки линии перевиваемых миелобла�
стов человека Kasumi�1, несущие активирован�
ный онкоген AML1&ETO и c&kit(N822K). Линия
Kasumi�1 получена из клеток периферической
крови больного ОМЛ (M2 по номенклатуре FAB)
после неудачной трансплантации костного мозга
[22]. Клетки линии SC1 и НЕК 293 выращивали
на среде DMEM, содержащей 10% эмбриональной
сыворотки крупного рогатого скота, 4 мM L�глута�
мин, 1 мM пируват натрия, стрептомицин и пени�
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циллин в концентрации 100 мкг/мл и 100 ед/мл
соответственно, рН 8.2–8.3, при температуре 37°С в
атмосфере 5% СО2. Клетки линии Kasumi�1 выра�
щивали на среде RPMI 1640, содержащей 20% эм�
бриональной сыворотки, 4 мM L�глутамин, стреп�
томицин и пенициллин в концентрации 100 мкг/мл
и 100 ед/мл соответственно, рН 6.8–7.0, при темпе�
ратуре 37°С в атмосфере 5% СО2.

Получение модельной клеточной линии. Модель�
ные клетки, в которых осуществляется экспрессия
активированного онкогена с&kit(N822K) человека
при трансдукции клеток SC1 ретровирусным век�
тором, несущим экспрессирующую кассету “про�
мотор�активированный онкоген (с&kit) – IRES –
маркерный ген”.

Для создания рекомбинантных ретровирусных
векторов, несущих эти кассеты, использовали
стандартные методы генной инженерии [23]. Эти
рекомбинантные ДНК вводили методом каль�
ций�фосфатной трансфекции совместно с плаз�
мидами, направляющими синтез всех ретрови�
русных белков, необходимых для создания ин�
фекционных ретровирусных частиц в клетках
почки эмбриона человека линии HEK293. Ин�
фекционные вирусные частицы собирали через
24–72 ч с интервалом 12 ч. Титрование проводили
на незараженных фибробластах мыши линии
SC1. В дальнейшей работе использовали сборы с
титрами в пределах 5 × 105–5 × 106.

Трансфекция siРНК. Клетки выращивали на
среде DMEM, содержащей 10% сыворотки эм�
брионов крупного рогатого скота, 100 ед/мл пе�
нициллина, 100 мкг/мл стрептомицина и 1 мМ
пируват натрия, при 37°C во влажной атмосфере,
содержащей 5% CO2. Клетки в фазе экспоненци�
ального роста высевали на 24�луночные планше�
ты, по 105 кл./лун., за сутки до опыта и трансфи�
цировали siРНК в концентрации от 50 до 200 нM,
используя в качестве трансфектанта Lipofectamine
2000 (“Invitrоgen”, США) в соответствии с протоко�
лом производителя. Уровни флуоресценции опре�
деляли через 72 ч после трансфекции с помощью
проточного цитофлуориметра. Клетки, обрабо�
танные только трансфицирующим реагентом, ис�
пользовали в качестве контрольных.

Уровень экспрессии активированных онкогенов
оценивали при помощи метода ОТ�ПЦР и метода
проточной цитофлуориметрии. Суммарную РНК
из клеточных культур выделяли с помощью три�
зола (“Invitrogen”) согласно протоколу произво�
дителя. РНК использовали для построения пер�
вых цепей кДНК c помощью набора ImProm�II™
Reverse Transcriptase (“Promega”).

Для определения в полученной суммарной
кДНК нуклеотидных последовательностей иссле�
дуемых генов применяли метод ПЦР с праймерами,
специфичными к гену с&kit: смысловая последова�
тельность – 5'�TATTGTTGCTATGGTGATC�3';

антисмысловая – 5'�CAGCAAGTCTTCATTAT�
GT�3'. Уровень экспрессии гена β�актина мыши
(β&actin), определяли, используя праймеры: смыс�
ловой – 5'�TGTTACCAACTGGGACGACA �3'; ан�
тисмысловой – 5'�TTTGATGTCACGCACGATTT�3',
а гена β�актина человека (ACTB) – с использовани�
ем праймеров: смысловой – 5'�TCCGCAAAGA�
CCTGTACGCC �3'; антисмысловой – 5'�TCCAAC�
CGACTGCTGTCACC�3'.

Продукты ПЦР анализировали путем электро�
фореза в 1.5%�ном геле агарозы. Результаты обра�
батывали, используя программное обеспечение
Gel�Pro Analyzer 4.0, получали значения макси�
мальной оптической плотности (maxOD) каждой
полосы, которые нормализовали к оптической
плотности полосы, содержащей продукт ампли�
фикации кДНК β�актина.

Уровень флуоресценции клеток измеряли на
проточном цитофлуориметре Epics 4XL Beckman
Coulter (США). Результаты анализировали при
помощи программного обеспечения WinMDI,
версия 2.8.

Получение лентивирусных вирионов и введение
шпилечных конструкций – предшественников
siРНК в модельные клетки. Для получения ленти�
вирусных вирионов, несущих в своем геноме
shРНК�шпильку, ДНК рекомбинантных лентиви�
русных векторов, cконструированных на основе
лентивирусного вектора pLSLP (любезно предо�
ставленного П.М. Чумаковым) [24], котрансфици�
ровали в клетки линии HEK293 с упаковывающи�
ми плазмидами с помощью реагента липофекта�
мина (Lipofectamin 2000, “Invitrogen”) согласно
протоколу производителя. Вирусные стоки соби�
рали в течение трех дней и использовали для зара�
жения трансгенных клеток, несущих активиро�
ванный онкоген c&kit, как описано ранее [12]. Че�
рез 48 ч после заражения клетки помещали в
селективную среду с антибиотиком пуромици�
ном (10 мкг/мл). Селекцию продолжали еще пять
дней после гибели клеток, не содержащих ген
устойчивости к пуромицину (всего 10 дней).

Последовательности ДНК, кодирующие анти�
С�KIT shРНК, и SCR shРНК клонированные в
лентивирусный вектор:

KIT�1�смысловая: 5'�p�
gatccgCGGTGACTTCAATTATGAActtcctgtcaTTCAT

AATTGAAGTCACCGTGtttttg�3';

KIT�1�антисмысловая: 5'�p�
aattcaaaaaCACGGTGACTTCAATTATGAAtgacagg

aagTTCATAATTGAAGTCACCGcg�3';

KIT�2�смысловая: 5'�p�
gatccgCGGTTGAATGTAAGGCTTActtcctgtcaTAA

GCCTTACATTCAACCGTGtttttg�3';

KIT�2�антисмысловая: 5'�p�
aattcaaaaaCACGGTTGAATGTAAGGCTTAtgacag

gaagTAAGCCTTACATTCAACCGcg�3';
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SCR�смысловая: 5'�p�
gatccgCAAGTCTCGTATGTAGTGGcttcctgtcaCCA

CTACATACGAGACTTGtttttg�3';

SCR�антисмысловая: 5'�p�
aattcaaaaaCAAGTCTCGTATGTAGTGGtgacaggaa

gCCACTACATACGAGACTTGcg�3'.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Получение линии модельных клеток, несущих 
в составе своего генома экспрессирующую кассету, 

которая направляет синтез мутантного гена 
с�kit (N822K)

Для определения функциональной активно�
сти синтетических siРНК и лентивирусных век�
торов, направляющих в клетках синтез shРНК,
прежде всего необходимо получить линии переви�
ваемых клеток, экспрессирующие активирован�
ные онкогены, которые с высокой частотой обна�
руживаются в злокачественных клетках больных с
ОМЛ. В качестве целевого гена использовали
онкоген c&kit(N822K), активированный в результа�
те точечной мутации, при которой в кодируемом

белке аминокислота аспарагин заменяется на ли�
зин в 822�ом положении. Ретровирусный вектор,
несущий экспрессирующую кассету с онкогеном
c&kit(N822K), использовали для получения инфек�
ционных ретровирусных частиц (рис. 1).

Для получения вирусных стоков использовали
стандартную процедуру; клетками�продуцентами
рекомбинантного вируса служили фибробласты
почки эмбриона человека HEK 293 [12]. Титр ре�
комбинантных вирусных частиц составлял 7 × 105–
7 × 106 GTU/мл. Эти вирусные частицы использова�
ли для трансдукции клеток�мишеней SC�1 (фиб�
робластов мыши).

Для получения гомогенной клеточной популя�
ции трансдуцированные клетки дважды подвер�
гали сортировке с помощью клеточного сортера
FACS Aria (“Becton�Dickinson”, США).

Эффективность экспрессии внесенных генов
оценивали, используя метод проточной цито�
флуометрии (по флуоресценции eGFP) и ОТ�
ПЦР. Результаты оценки эффективности транс�
дукции и последующей экспрессии трансгенов с
помощью цитофлуориметрии приведены на рис. 2,

LTR c&kit(N822K) IRES eGFP

P

LTR

Рис. 1. Схема экспрессирующей кассеты “промотор�целевой ген (с&kit(N822K)) – IRES – маркерный ген (eGFP)”.

Рис. 2. Гистограммы эффективности экспрессии маркерного гена eGFP и внесенного онкогена в клеточных линиях,
трансдуцированных рекомбинатным ретровирусным вектором, содержащим ген c&kit(N822K). a – Отсутствие флюорес�
ценции при анализе не трансдуцированных фибробластов линии SC�1. б – Процент флуоресцирующих фибробластов
линии SC1 после трансдукции ретровирусным вектором, направляющим синтез мутантного KIT (флуоресценция на�
блюдается у 71% всей популяции клеток).
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они соответствуют результатам анализа продук�
тов ОТ�ПЦР с помощью электрофореза в 1.5%�
ном агарозном геле (рис. 3). Количество транс�

генных клеток, несущих активированный онко�
ген, в популяции составило 71%. Результаты по�
казывают, что активированный трансгенный c&
kit присутствует в геноме модельной клеточной
линии, которая получена в результате трансдук�
ции линии фибробластов мыши SC1 рекомби�
нантным ретровирусным вектором, содержащим
этот онкоген, и отсутствует в исходных
клетках SC1 эндогенного с&kit.

Эти результаты свидетельствуют о том, что в
модельных трансгенных клетках экспрессия вне�
сенного онкогена и маркерного гена eGFP в со�
ставе кассеты “промотор – c&kit – IRES – eGFP”
высоко эффективна.

В ходе выполнения работы показано, что экс�
прессия внесенных трансгенов стабильна, посколь�
ку уровень экспрессии маркерного гена eGFP оста�
ется постоянным в течение трех месяцев и со�
ставляет не менее 70% от контроля (p < 0.05).
Уровень экспрессии оценивали относительно не�
трансдуцированных клеток линии SC1.

Подавление экспрессии активированного гена 
с�kit под действиям синтетических siРНК

Структура экспрессирующей кассеты “промо�
тор – целевой ген (онкоген) – IRES – ген eGFP”
позволяет быстро определять эффективность ин�
терферирующего действия как синтетических
siРНК, так и лентивирусных векторов, направля�
ющих синтез shРНК –предшественников соот�
ветствующих siРНК. Деградация общей для обоих
генов мРНК в результате действия интерфериру�
ющих РНК, комплементарных последовательно�
стям мРНК онкогена, приводит к прекращению
образования в клетке как онкобелка, так и зеле�
ного флуоресцирующего белка, что количествен�
но можно оценить, используя проточный цито�
флуориметр. Мишени в составе мРНК активиро�
ванных онкогенов выбирали таким образом,
что siРНК�KIT1 была гомологична фрагменту пя�
того экзона мРНК с&kit, аsiРНК�KIT2 – фрагмен�
ту девятого экзона мРНК с&kit. Последовательно�
сти siРНК подбирали при помощи программного
обеспечения WinMDI, версия 2.8. [17]. Схема, по�
казывающая, к каким участкам мРНК онкогена
направлены siРНК�олигонуклеотиды, приведена
на рис. 4.

Опыт ставили следующим образом. Синтети�
ческие siРНК трансфицировали в клетки, экс�
прессирующие онкоген. Через 48 ч клетки снима�
ли, отмывали в однократном фосфатно�солевом
буфере и анализировали на цитофлуориметре Ep�
ics 4XL. Данные обрабатывали при помощи про�
граммы WinMDI 2.8. На рис. 5 представлена диа�
грамма, обобщающая результаты опытов с каждым
из вариантов siРНК. Представлена зависимость
количества флуоресцирующих клеток от трансфи�

M 1 2 K

п.н.

β�актин c&kit

700
500
300

1 2 K

Рис. 3. Электрофореграмма продуктов ОТ�ПЦР,
характеризующая уровень экспрессии внесенного
онкогена c&kit в исходных и трансдуцированных клет�
ках SC1. М – маркеры в п.н.; 1 – SC1 (не трансдуци�
рованные); 2  – SC1�c�kit(N822K); К – вода (отрица�
тельный контроль).

Ig�подобные домены Тирозинкиназные домены
ТМ

siРНК KIT�1 siРНК KIT�2

Рис. 4. Cхема сплайсированной мРНК c&kit. Пред�
ставлены области, кодирующие Ig�домены и тиро�
зинкиназные домены, разделенные трансмембранным
доменом (ТМ). siРНК KIT1 и siРНК KIT2 – участки
локализации мишеней siРНК в онкогене c&kit.
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Рис. 5. Гистограмма количества флуоресцирующих
клеток, в процентах относительно контроля, в популя�
ции трансгенных эмбриональных фибробластов мы�
ши, несущих активированный онкоген c&kit(N822K)
через 48 ч после трансфекции siРНК, комплементар�
ных к разным участкам мРНК онкогена. По оси абс�
цисс слева направо: K – контрольный образец – по�
пуляция клеток, не трансфицированных siРНК; Scr –
клетки, трансфицированные siРНК�SCR; KIT�1 –
siРНК KIT�1; KIT�2 – siРНК KIT�2.
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цированной в них siРНК в процентах к контроль�
ным клеткам, не трансфицированным siРНК. Ре�
зультаты воспроизводились в независимых опытах
(p < 0.05).

Исследование биологической активности
siРНК показало (рис. 5), что уже через 48 ч после
трансфекции количество клеток, экспрессирую�
щих репортерный зеленый флуоресцентный бе�
лок, сокращается в 1.6 и 2 раза при использова�
нии siРНК KIT�1 и siРНК�KIT�2 в концентрации
200 нМ соответственно. При этом контрольная
siРНК�Scr, не имеющая гомологии с мРНК чело�
века, мыши и крысы, не оказывает влияния на
экспрессию онкогена в модельных клетках. Кон�
центрационная зависимость действия ингибито�
ров показывает, что максимальный эффект наблю�
дается при использовании siРНК в концентрации
150–200 нМ, однако уже при концентрации 50 нМ
наблюдается достаточно существенное угнетение,
уровень которого составляет около 70–80% от мак�
симального. Следует отметить, что уменьшение ко�
личества флуоресцирующих клеток менее эффек�
тивно, чем подавление экспрессии гена на уровне
мРНК, вероятно, за счет того, что зеленый флуо�
ресцентный белок достаточно стабилен (время
его жизни составляет около 72 ч).

Результаты, полученные методом проточной
цитофлуориметрии, согласуются с результатами,
полученными методом ОТ�ПЦР”. На рис. 6 пред�
ставлены электрофореграммы разделения про�
дуктов ОТ�ПЦР суммарной РНК, выделенной из
клеток через 48 ч после трансфекции siРНК.

Нами показано, что после добавления синте�
тической siРНК только в части популяции клеток
линии, экспрессирующей c&kit(N822K), наблюда�
ется снижение флуоресценции до фонового уров�
ня самофлуоресценции клеток, в то время как в
другой части популяции флуоресценция не сни�
жается. Наиболее вероятной причиной может яв�
ляется то, что трансфекция недостаточно эффек�
тивна, и в результате siРНК попадает не во все
клетки популяции в достаточной для проявления
биологической активности концентрации.

Следует отметить, что трансфекция клеток
siРНК KIT�2, комплементарной участку девятого
экзона онкогена, приводит к более значительно�

му снижению количества флуоресцирующих кле�
ток в популяции, чем в случае трансфекции
siРНК KIT�1 комплементарной участку пятого
экзона мРНК c&kit. Это может быть связано
с целым рядом факторов, самым существенным
из которых является, возможно, меньшая доступ�
ность участка мРНК�мишени siРНК KIT�1. Из�
вестно, что вторичная структура мРНК�мишени
или связанные с ней белки могут затруднять до�
ступ для siРНК [11].

Подавление экспрессии гена с�kit с помощью 
лентивирусного вектора, направляющего синтез 

шпилечной РНК (shРНК)

Результаты, полученные при трансфекции мо�
дельных клеток, которые несут активированный
онкоген c&kit, siРНК�дуплексами, направленны�
ми к разным участкам его мРНК, использовали
при конструировании лентивирусных векторов,
несущих в своем составе shРНК шпилечные
структуры – предшественницы siРНК. Лентиви�
русные векторы могут обеспечить интеграцию
последовательности, кодирующей shРНК, в ге�
ном клетки�хозяина, в результате чего может
быть обеспечено долговременное подавление
экспрессии гена�мишени. Выбор нами лентиви�
русного вектора обусловлен также его способно�
стью трансдуцировать широкий спектр клеток, в
том числе, неделящиеся клетки крови, что делает
его использование перспективным для изучения
последствий выключения онкогенов на восста�
новление нормального кроветворения.

Для этого, на основе последовательностей
siРНК, подавляющих экспрессию онкогена и
гена eGFP, сконструировали лентивирусные век�
торы, РНК�геном которых содержит shРНК�
шпильки. Основой для таких генетических кон�
струкций послужил лентивирусный вектор pLSLP
[23], в который вводили последовательность ДНК,
кодирующую shРНК�шпильку – предшественник
siРНК, комплементарный участку пятого или де�
вятого экзона сплайсированной мРНК c&kit.

Клонирование проводили с помощью стан�
дартных методов генной инженерии. На рис. 7
представлена схема конструирования лентивирус�
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Рис. 6. Электрофореграмма продуктов ОТ�ПЦР, характеризующая уровень экспрессии c&kit в исходных и модельных
клетках после трансфекции siРНК. 1 – SC1, не несущие с�kit; 2 – siРНК (Scr) – контроль (+); 3 – siРНК KIT�1; 4 –
siРНК KIT�2; K – Контроль (�) (H20). Слева (M) указаны размеры продукта ПЦР в п.н.
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ных векторов “pLSLP�С�KIT�1�shRNA” и
“pLSLP�С�KIT�2�shRNA”, несущих шпилечные
структуры, специфичные в отношении участков
мРНК c&kit. В качестве контроля, иллюстрирующе�
го отсутствие неспецифического действия shРНК,
использовали вектор “pLSLP�SCR�shRNA”, несу�
щий шпилечную структуру, которая не имеет гомо�
логии с генами мыши, крысы и человека.

С помощью лентивирусной трансдукции кон�
струкции вводили в геном модельных клеток, со�
держащих активированный онкоген с&kit.

Наличие в векторных конструкциях, наряду
с shРНК, гена устойчивости к пуромицину позво�
ляет получать популяцию (массовую культуру)
клеток, в которых экспрессия онкогена полно�
стью подавлена. На рис. 8 приведены результаты
анализа таких популяций, полученные методом
проточной цитофлуориметрии в ходе трех неза�
висимых опытов (p < 0.05). Показано, что транс�
дукция модельных клеток, в которых экспресси�
руется маркерный ген eGFP и мутантный ген
c&kit(N822K), лентивирусными векторами, на�
правляющими экспрессию shРНК�KIT�1 или
shРНК�KIT�2, приводит к снижению количества
флуоресцирующих клеток в 4 и 11 раз соответ�
ственно.

Результаты, полученные методом проточной
цитофлуориметрии, согласуются с результатами,
полученными методом ОТ�ПЦР. На рис. 9 пред�
ставлена электрофореграмма разделения продук�
тов ОТ�ПЦР суммарной РНК, выделенной из
клеток после их трансдукции shРНК�экспресси�
рующими лентивирусными векторными частица�
ми. Данные трех независимых опытов (p < 0.05)
обрабатывали при помощи программы Gel�Pro
Analyzer 4.0. Показано, что shРНК�KIT�1 снижа�
ет экспрессиию мРНК онкогена в 3.5 раза, а
shРНК�KIT�2 – в 10 раз.

Подавление экспрессии онкогена c&kit в клет�
ках, которые содержат интегрированный лентиви�
русный провирус, направляющий экспрессию
шпилечной структуры – предшественника siРНК,
комплементарного участку мРНК онкогена с&kit,
носит долговременный характер. Уровень подавле�
ния онкогена в этих клетках не изменяется в тече�
ние 3 мес. и составляет не менее 95% по сравнению
с контролем (рис. 10). За начальную точку отсчета в
этой серии опытов принят момент заражения мо�
дельных клеток, которые экспрессируют онко�
ген, shРНК�экспрессирующими лентивирусны�
ми частицами. Измерения проводили через 6, 10,
30, 60, и 90 дн после трансдукции. Представлены
усредненные данные трех независимых опытов.
Результаты сравнивали с контролем – модельной
клеточной линией, которая экспрессирует онко�
ген c&kit, но не трансдуцирована лентивирусными
векторами, несущими шпилечные структуры.
Эти данные свидетельствуют о том, что лентиви�
русный провирус стабильно интегрирован в ге�
ном клеток�мишеней и сохраняет высокую тран�
скрипционную активность.

При введении последовательностей, направ�
ляющих синтез shРНК�KIT�1 и shRNA�KIT�2, в
клетки линии перевиваемых миелобластов Ka�
sumi�1 показано, что уровень экспрессии эндоген�
ного c&kit снижается в 2 и в 3 раза соответственно

LTR

pLSLP
6935 п.н.

Н4�промотор

puroН1�промотор

Последовательность,
кодирующая shРНК

LTR

Рис. 7. Схема конструкции лентивирусных векторов,
несущих шпилечные структуры, специфичные в от�
ношении участков c&kit. В качестве последовательно�
стей, кодирующих shРНК, использовали последова�
тельности ДНК, кодирующие анти�с&kit�shРНК,
и SCR shРНК.

Рис. 8. Гистограмма, характеризующая долю светя�
щихся клеток в популяции относительно контроля
(“SC1�c�kit(N822K)”). По оси абсцисс слева направо:
исходная линия SC1�c�kit(N822K), экспрессирующая
онкоген c&kit; линия SC1�c�kit(N822K), трансдуциро�
ванная shРНК�SCR; sh линия SC1�c�kit(N822K), транс�
дуцированная shРНК�KIT�1; линия SC1�c�kit(N822K),
трансдуцированная shРНК�KIT�2.
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по сравнению с контролем. В качестве контроля
использовали клетки Kasumi�1, трансдуцирован�
ные лентивирусным вектором, который несет
последовательность shРНК�Scr, не имеющую го�
мологии с мРНК человека и мыши. Уровень
экспрессии анализировали при помощи метода
ОТ�ПЦР. На рис. 11 представлена электрофоре�
грамма разделения продуктов ОТ�ПЦР, характе�
ризующая уровень экспрессии мРНК онкогена
с&kit в клетках линии Kasumi�1 после их трансдукции
рекомбинантными лентивирусными векторами, ко�
дирующими shРНК (“pLSLP�KIT�1�shРНК”,
“pLSLP�KIT�2�shРНК” и “pLSLP�Scr�shРНК”).
Количество продукта оценивали при помощи
программы Gel�Pro Analyzer 4.0. Значения, полу�
ченные для каждого образца, нормировали по ге�
ну “домашнего хозяйства” – β�актину (ACTB). На
гистограмме (рис. 12) представлены средние зна�
чения, полученные из трех независимых опытов
(p < 0.05).

Таким образом, нами впервые разработан под�
ход для эффективного подавления экспрессии
активированного гена c&kit на посттранскрипци�
онном уровне с помощью РНК�интерференции.
Этот подход основан на удачном опыте примене�
ния этого принципа для модуляции экспрессии
различных генов, в том числе, и активированных
онкогенов [12].

Нами использованы оригинальные siРНК,
лентивирусные векторы и модельные клеточные
линии. Для определения функциональной актив�
ности синтетических siРНК и лентивирусных
векторов, направляющих в клетках синтез
shРНК, в нашей лаборатории создана модельная
линия клеток, геном которых содержит экспрес�
сирующую кассету “промотор – целевой ген –
IRES – eGFP”. В качестве целевого гена исполь�
зовали последовательность онкогена c&kit. Такая
система позволяет быстро определять эффектив�
ность действия интерферирующих РНК (как син�
тетических siРНК, так и лентивирусных векто�
ров, направляющих синтез shРНК). Мы показа�
ли, что с использованием синтетических siРНК
можно получить двукратное подавление экспрес�
сии целевого онкогена с&kit.

Данные, полученные в опытах с синтетически�
ми siРНК, позволили подобрать структуру и
синтезировать последовательности ДНК, коди�
рующих shРНК. Эти последовательности клони�
ровали в лентивирусном рекомбинантном
векторе LSLP. С помощью лентивирусных век�
торных частиц данные последовательности вно�
сили в онкоген�экспрессирующие модельные
клетки. Благодаря этому, в них осуществляется
постоянный внутриклеточный синтез shРНК.
Анализ популяций трансдуцированных онкоген�
экспрессирующих модельных клеток показал де�
сятикратное снижение экспрессии целевого он�

когена. Необходимо добавить, что подавление
экспрессии онкогена, опосредованное shРНК�
экспрессирующими лентивирусными частицами,
в модельных клетках стабильно и не зависит от

100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

10% 8% 9%

Количество днейК
о

ли
че

ст
во

 ф
лу

о
р

ес
ц

и
р

ую
щ

и
х 

к
ле

то
к

в 
п

р
о

ц
ен

та
х 

о
тн

о
си

те
ль

н
о

 к
о

н
тр

о
ля

10%

9%

10 20 30 40 50 60 70 80 90 1000

Рис. 10. График зависимости количества флуоресци�
рующих клеток в популяции модельных клеток SC1�
C�KIT, трансдуцированных лентивирусным векто�
ром, направляющем синтез shРНК�KIT�2, в процен�
тах относительно контроля, в течение трех месяцев
после трансдукции.
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Рис. 11. Электорофореграмма продуктов ОТ�ПЦР в
исходных и трансдуцированных клетках линии Ka�
sumi�1. М – маркеры в п.н.; 1 – клеточная линия Ka�
sumi�1, трансдуцированная вектором, несущим
shРНК�KIT�1; 2 –несущим shРНК�KIT�2; 3 – несу�
щим shScr; К+ – не трансдуцированная клеточная
линия Kasumi�1; К� – вода (отрицательный
контроль), ACTB – экспрессия гена β�актина челове�
ка, c&kit – экспрессия гена c&kit.
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Рис. 9. Электрофореграмма продуктов ОТ�ПЦР в ис�
ходных и трансдуцированных клетках SC1. М – мар�
керы в п.н.; К+ – SC1�c�kit(N822K); 1 – SC1�c�
kit(N822K), трансдуцированные shРНК�SCR; 2 –
трансдуцированные shРНК�KIT�1; 3 – трансдуциро�
ванные shРНК�KIT�2; K� – вода (отрицательный
контроль).
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времени. Существенно, что в рамках исследова�
ния показана высокая эффективность этих векто�
ров при подавлении экспрессии онкогена c&kit в
клетках линии Kasumi�1, полученных от больного
ОМЛ.

Гиперэкспрессия продукта c&kit, рецепторной
тирозинкиназы KIT, наблюдается более чем у 80%
пациентов с ОМЛ [8], а также при многих других
онкологических заболеваниях [25, 26]. Поэтому
разработка эффективных подходов для модуля�
ции экспрессии c&kit, основанных, в том числе, на
принципе РНК�интерференции, представляется
крайне важной как для фундаментальных иссле�
дований механизмов злокачественной трансфор�
мации, так и для прикладных работ, нацеленных
на разработку новых подходов для борьбы с онко�
логическими заболеваниями, к которым относит�
ся и острый миелоидный лейкоз.

Работа получила финансовую поддержку про�
граммы фундаментальных исследований Прези�
диума РАН “Молекулярная и клеточная биоло�
гия”, программы фундаментальных исследований
Президиума РАН № 27 “Основы фундаменталь�
ных исследований нанотехнологий и наноматериа�
лов”, Министерства образования и науки РФ (Гос�
контракт № 16.512.12.2001) и Российского фонда
фундаментальных исследований (08�04�00547).
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