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ВВЕДЕНИЕ

РНК�интерференция (РНКi) – это один из ме�
ханизмов специфичного к последовательности
контроля экспрессии генов на посттранскрипци�
онном уровне, ключевую роль в котором играют
короткие двухцепочечные молекулы РНК, име�
нуемые короткими, или малыми, интерферирую�
щими РНК (siРНК). Общие структурные особен�

ности организации таких дуплексов включают
следующие параметры (рисунок): 1) в состав
РНК�дуплекса входят две цепи длинной от 18 до
29 н. – смысловая (цепь�“пассажир”) и ан�
тисмысловая (рабочая цепь, цепь�“гид”); 2)
РНК�дуплекс обладает структурно�термодина�
мической асимметричностью; 3) для распознава�
ния целевой (или нецелевой) молекулы РНК важ�
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ны 5'�концевые нуклеотиды (со 2�го по 8�й) ан�
тисмысловой цепи – это так называемая
“запальная” область (“seed”�регион); 4) на обоих
3'�концах РНК�дуплекса находится по два неспа�
ренных выступающих нуклеотида.

Источником siРНК могут быть эндогенные
длинные двухцепочечные РНК, которые образу�
ются с помощью клеточных или вирусных РНК�
зависимых РНК�полимераз. Кроме того, внутри�
клеточные двухцепочечные РНК, как источник
siРНК, могут появляться в результате транскрип�
ции инвертированных повторов и генов мик�
роРНК (miРНК). Наконец, siРНК могут иметь и
искусственное происхождение – от синтетиче�
ских до образующихся в результате внутрикле�
точного процессинга экзогенных молекул длин�
ных двухцепочечные РНК, а так же коротких
шпилечных РНК (shРНК) или искусственных
микроРНК (amiРНК). Более подробно о самом
явлении РНКi читатель может узнать из специа�
лизированных обзоров (например, [1]).

Вскоре после открытия РНКi стало понятно,
что это явление можно использовать в функцио�
нальной геномике и экспериментальной геноте�
рапии. Данный вывод основан на следующих со�
ображениях: 1) РНКi как механизм контроля экс�
прессии генов у эукариот – природное явление, а
не лабораторный феномен; 2) РНКi протекает
при участии нескольких ферментативных систем,
что предполагает усиление интерферирующего
сигнала (это означает, что для запуска РНКi до�
статочно, теоретически, единичных молекул
siРНК); 3) РНКi представляет собой высокоспе�
цифичный механизм контроля экспрессии генов
у эукариот на посттранскрипционном уровне; 4)
источником siРНК могут быть shРНК и/или
amiРНК, что позволяет переносить их в клетки с
помощью плазмидных или вирусных векторов и
контролировать наработку в этих клетках.

Очевидно, что для успешного использования
РНКi в геномных исследованиях или генной те�
рапии необходимы siРНК, обладающие высокой
активностью и специфичностью. Алгоритм раз�
работки таких siРНК включает четыре последова�

тельных этапа: 1) выбор целевой РНК, 2) подбор
нуклеотидной последовательности смысловой и
антисмысловой цепей siРНК, 3) оценка активно�
сти siРНК и 4) оценка специфичности их дей�
ствия.

ВЫБОР ЦЕЛЕВОЙ РНК 
ДЛЯ ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНОЙ РНКi

Наиболее общие представления о структуре
целевого гена и разнообразии его РНК�продуктов
могут быть получены с помощью геномных обо�
зревателей (браузеров), самые популярные из ко�
торых UCSC Genome Browser [2] и Ensembl [3].
Такого рода геномные обозреватели проводят ав�
томатическую аннотацию (краткое описание) ге�
номов, используя для этого информацию из регу�
лярно обновляемых специализированных баз
данных типа NCBI Reference Sequences [4] или
GenBank [5]. В зависимости от характера запроса
пользователя, интегрированные обозревателем
данные могут быть представлены в графическом
или текстовом виде, удобном для их дальнейшего
анализа. При необходимости массивы данных
могут быть переданы пользователю по стандарт�
ным протоколам файлового обмена FTP или
HTTP и подвергнуты дальнейшему анализу на
локальном компьютере.

Однако, несмотря на все плюсы и удобства в ис�
пользовании, геномные обозреватели дают лишь
краткое описание структурно�функциональной
организации для запрашиваемого локуса, более же
подробная информация может быть получена из
специализированных баз данных или литератур�
ных источников. При этом для решения задач
проектирования и оценки качества siРНК самой
значимой считается информация о вариабель�
ности целевого гена, структуре и разнообразии
его РНК�транскриптов, а также характере их ре�
дактирования.

Наиболее общая, но систематизированная ин�
формация о вариабельности целевого гена может
быть получена через портал Varietas, который ин�
тегрирован с различными внешними геномными
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базами данных и позволяет быстро получать до�
ступ к интересующим пользователя сведениям
[6]. Подробная же информация по тем или иным
формам такой вариабельности содержится в спе�
циализированных базах данных. Так, в базе дан�
ных NCBI dbSNP к настоящему моменту собраны
сведения о 121566683 сайтах однонуклеотидного
полиморфизма 86 организмов (в том числе o
41365 915 сайтах по геному человека) [7, 8]. Рас�
ширенные данные о варьировании копийности,
инсерциях, делециях, инверсиях или транслока�
циях целевого гена содержатся в регулярно об�
новляемой базе OMIM, где собраны сведения о
12 000 генов человека [9], или базе данных NCBI
dbVar [8].

Самой важной информацией для проектиро�
вания siРНК служит информация о разнообразии
РНК�продуктов целевого гена. К сожалению, в
настоящее время не существует единой и всеобъ�
емлющей базы данных, содержащей сведения о
точках начала транскрипции (и, как следствие,
5'�концах молекул РНК), сигналах и сайтах по�
лиаденилирования (и, как следствие, 3'�концах
молекул РНК), стартовых кодонах, стоп�кодо�
нах, составе и структуре кодирующих белок по�
следовательностей (CDS), а также об альтерна�
тивных вариантах сплайсинга РНК�транскрип�
тов. Поэтому для получения как можно более
полного представления об РНК�транскриптах
целевого гена целесообразно провести систем�
ный анализ ряда баз данных.

Первоначальный анализ может быть начат с ба�
зы данных NCBI Reference Sequences [4], где на
15 июля 2011 года депонирована надежная инфор�
мацию о структуре 2 634 630 РНК�транскриптов
(референс�последовательностей) для 12 235 видов
организмов. Но, к сожалению, эти сведения нельзя
считать полными. Так, согласно NCBI Reference
Sequences, ген RUNX1T1 человека может транскри�
бироваться с образованием 15 альтернативных
РНК�продуктов. В тоже время, анализ всех из�
вестных на сегодняшний момент полноразмерных
РНК�транскриптов, а также последовательностей
EST (expressed sequence tag – короткие сегменты
комплементарной ДНК длиной до нескольких со�
тен нуклеотидов, которые чаще всего имеют 5'� или
3'�концевое происхождение относительно едини�
цы транскрипции) этого гена позволяет идентифи�
цировать для него около 50 альтернативных вари�
антов РНК. Это указывает на то, что данные из
NCBI Reference Sequences необходимо дополнять
сведениями из других баз данных и on�line серви�
сов, наиболее информативными из которых счи�
таются GenBank [5], NCBI dbEST [8], NCBI Uni�
Gene [8], GeneCards [10], AceView [11], ASDB [12],
FANTOM4 [13] и ENCODE [14]. Однако следует
отметить, что даже всесторонний поиск по раз�
личным базам данных не гарантирует получения
полной информации о РНК�транскриптах целе�
вого гена, особенно когда речь идет о мутантных

генах. В качестве примера можно привести ги�
бридный ген AML1/ETO, образующийся при ре�
ципрокной транслокации t(8;21)(q22;q22) и
участвующий в инициации острого миелоидного
лейкоза: во всех базах данных можно найти сведе�
ния о десяти РНК�продуктах этого гена, в то вре�
мя как литературный поиск позволяет расширить
данный список до 112 альтернативных вариантов.

Наконец, при выборе молекулы целевой РНК
целесообразно проанализировать возможности
ее редактирования, так как еще на заре изучения
явления РНКi обнаружили, что интенсивное ре�
дактирование РНК�мишени может приводить к
отмене самой РНКi [15]. Сведения о потенциаль�
ных сайтах редактирования РНК могут быть най�
дены в специализированных базах данных, часть
из которых депонирует информацию только по
отдельным видам живых организмов, но боль�
шинство содержат данные по всем изученным к
настоящему времени организмам. К наиболее
информативным из таких баз данных относятся
REDIdb [16], DARNED [17] и dbRES [18].

Таким образом, прежде, чем приступить к про�
ектированию siРНК и их испытанию на актив�
ность и специфичность, необходимо собрать как
можно более полные сведения о структуре и вари�
абельности целевого гена, а также, что самое
главное, структуре и разнообразии его РНК�
транскриптов, включая возможные пути их ре�
дактирования в клетке. Такие сведения могут
быть получены из различных геномных баз дан�
ных и литературных первоисточников (а в неко�
торых случаях целесообразно и заново секвени�
ровать выбранные участки молекулы целевой
РНК, чтобы избежать ошибок) и уже на этой ос�
нове подходить к выбору целевой молекулы РНК.

ПРОЕКТИРОВАНИЕ siРНК

Потенциально к любой молекуле РНК может
быть разработано, в зависимости от ее длины и
нуклеотидного состава, множество вариантов
siРНК. Однако модельные исследования показа�
ли, что путем случайного подбора нуклеотидной
последовательности можно получить активный и
специфичный вариант siРНК не более чем в 20–
30% случаев [19–22]. Поэтому усилия многих ис�
следователей, работающих в области РНКi, на
протяжении длительного периода были нацелены
на выяснение правил, по которым необходимо
вести подбор кандидатов siРНК. Разработанные к
настоящему времени правила такого подбора ос�
нованы на знаниях тех особенностей структурной
и термодинамической организации siРНК, их
нуклеотидного состава, а также структурно�тер�
модинамической организации молекулы целевой
РНК и постановки эксперимента, которые в со�
вокупности и определяют эффективность и спе�
цифичность РНКi.
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Правила, основанные на особенностях 
структурной организации siРНК

Длина цепей siРНК8дуплекса должна лежать в
диапазоне от 18 до 29 н. [23, 24]. Более короткие
дуплексы не распознаются белками комплекса
RISC, а более длинные в неэмбриональных клет�
ках млекопитающих запускают интерфероновый
ответ [25, 26]. Далее, как смысловая, так и ан�
тисмысловая цепи могут быть сегментированы
без потери активности siРНК [27, 28]. Что касает�
ся влияния равной или разной длины двух цепей
и типа торцов (тупые или выступающие) siРНК�
дуплекса, его симметричности или асимметрич�
ности, размера и нуклеотидного состава выступа�
ющих 5'� или 3'�концов на эффективность РНКi,
то имеющиеся данные неоднозначны и зачастую
противоречивы: от указаний на полное отсут�
ствие зависимостей до выводов о наличии четких
взаимосвязей [24–26, 29–33]. Соотнесение этих
данных с экспериментальными моделями, на ко�
торых они были получены, позволяет предполо�
жить, что оба вывода верны, но с привязкой к
конкретному виду живых организмов: у таких ор�
ганизмов, как плодовая мушка, максимальной
эффективностью обладают канонические по
структуре siРНК, в то же время у более сложно ор�
ганизованных животных система РНКi, по�види�
мому, более гибкая и менее требовательная к
структуре siРНК�дуплексов.

Цепи siРНК8дуплекса должны быть полностью
комплементарны [34]. Это правило не является
однозначным, однако на данном этапе развития
наших представлений о РНКi его целесообразно
выполнять, так как имеющиеся данные о влия�
нии некомплементарных пар (“mismatches”) в
siРНК�дуплексе на его интерферирующую актив�
ность противоречивы и предсказать заранее по�
следствия введения таких «mismatches» невозмож�
но. Так, некоторые авторы отмечают, что одно� или
двунуклеотидные “некомплементарности” на кон�
цах siРНК�дуплекса могут быть либо нейтральны�
ми, либо способны снижать или повышать эф�
фективность РНКi [35]. В то же время другие ис�
следователи указывают только на нейтральный
РНКi�эффект в случае отсутствия комплемен�
тарности по позициям N18 и N19 [36], и на поло�
жительный – при наличии внутренней неком�
плементарности [37].

Неканонические пары нуклеотидов G:U должны
быть исключены из siРНК8дуплекса [38]. Наличие
таких пар снижает эффективность РНКi, даже ес�
ли термодинамическая составляющая siРНК�
дуплекса при этом существенно не меняется [38].
Следует отметить, что по этой особенности siРНК
отличаются от miРНК человека, для которых не�
канонические пары нуклеотидов G:U – обычное
явление [39].

Правила, основанные на особенностях 
термодинамической организации siРНК

Свободная энергия siРНК8дуплекса в регионе
N18N4 должна быть больше –9 ккал/моль [19, 40, 41].
Низкая стабильность siРНК�дуплекса по 5'�кон�
цу антисмысловой цепи – это один из ключевых
факторов, определяющих термодинамическую
асимметричность дуплекса и влияющих на выбор
комплексом RISC рабочей цепи siРНК.

Свободная энергия siРНК8дуплекса в цен8
тральном регионе N88N13 не должна превышать
⎯13 ккал/моль [19]. Впервые на высокую термо�
динамическую стабильность центрального регио�
на активных siРНК�дуплексов указала А. Khvorova
с коллегами в 2003 году [42]. В последующем к схо�
жему выводу пришли и другие группы исследовате�
лей [40, 41, 43–45]. Точные координаты этого реги�
она, а также необходимый оптимум его термодина�
мической устойчивости определены в специальном
системном исследовании, проведенном W. Gong и
соавт. [19]. Эта особенность siРНК связана с тем,
что данный регион перекрывает нуклеотид N10 ан�
тисмысловой цепи siРНК, стоящий напротив сай�
тов разрезания смысловой цепи siРНК�дуплекса и
целевой молекулы РНК, и его термодинамическое
состояние влияет на эффективность разрезания
указанных цепей активированным комплексом
RISC [46]. Однако при этом следует учитывать и тот
факт, что слишком высокая термодинамическая
стабильность этого региона, обусловленная, на�
пример, химической модификацией нуклеотидов A
и U, препятствует расплетанию цепей siРНК�дуп�
лекса и существенно, в 3–5 раз, снижает эффектив�
ность РНКi [36].

Свободная энергия siРНК8дуплекса в регионе
N18N4 должна быть больше свободной энергии ре8
гиона N168N19 [19, 40, 42, 44, 47–49]. По�видимо�
му, разница свободных энергий между этими реги�
онами должна быть не менее 2 ккал/моль, однако
полного консенсуса в этом вопросе пока не достиг�
нуто. Так, А. Chalk и соавт. [40], а также W. Gong с
коллегами [19] указывают на разницу не более чем
в 1 ккал/моль. В тоже время O. Матвеева (Matveeva)
с соавт. [49] установили, что зависимость между
термодинамической асимметричностью siРНК�
дуплекса и частотой включения антисмысловой
цепи в комплекс RISC носит экспоненциальный
характер с критической точкой в 2 ккал/моль –
при этом (или более высоком) значении ан�
тисмысловая цепь включается в RISC в 20 и более
раз чаще, чем смысловая. Противоречивость по�
лученных результатов может быть обусловлена
разностью подходов, используемых для расчета
этого параметра: Матвеева с соавт. рассчитывали
термодинамическую асимметричность siРНК�
дуплекса по двум концевым нуклеотидам, другие
же авторы брали в расчет от 1 до 5 концевых нук�
леотидов.



МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ  том 46  № 6  2012

РАЗРАБОТКА И КОНТРОЛЬ КАЧЕСТВА КОРОТКИХ ИНТЕРФЕРИРУЮЩИХ РНК 831

Свободная энергия вторичной структуры ан8
тисмысловой цепи siРНК должна лежать в диапазо8
не между –5 ккал/моль и 1 ккал/моль, а температура
плавления – в диапазоне между +20°С и +60°С
[19, 40, 49–52]. Сворачивание антисмысловой
цепи siРНК в стабильную вторичную структуру
может быть препятствием на пути ее взаимодей�
ствия с комплементарным участком целевой моле�
кулы РНК. С другой стороны, слишком нестабиль�
ная вторичная структура может свидетельствовать
об очень низком содержании нуклеотидов G и C в
siРНК, что должно отразиться на аффинности ее
связывания с целевой молекулой РНК и эффектив�
ности РНКi. Указанные в правилах диапазоны ста�
бильности можно рассматривать как компромисс
между этими двумя тенденциями.

Правила, основанные на особенностях 
нуклеотидного состава siРНК

В позициях N1 и N3 антисмысловой цепи siРНК
должны быть A или U, но не G или C [21, 41, 51,
53–60]. W. Gong и соавт. перепроверили это пра�
вило путем анализа 9000 уникальных siРНК из
базы данных siRecords и выявили, что наличие
нуклеотида А и отсутствие нуклеотида G в данных
позициях, действительно, вносит наибольший
вклад в высокую активность siРНК по сравнению
с наличием/отсутствием других нуклеотидов [19].
Наблюдаемые предпочтения обусловлены необ�
ходимостью поддержания термодинамической
асимметричности дуплекса siРНК, что и опреде�
ляет выбор комплексом RISC антисмысловой це�
пи дуплекса в качестве рабочей.

В позиции N2 антисмысловой цепи siРНК дол8
жен быть U [41, 55, 60]. Это правило далеко не
всегда подтверждается. Так, W. Gong с коллегами
отдают предпочтение C или A в этой позиции
[19], а М. Ichihara с соавт. указывают на равно�
значность A и U [56].

В позиции N4 антисмысловой цепи siРНК долж8
ны быть C или G, а по позициям N5 и N8 предпочте8
ние за нуклеотидом G, но не С [19, 53, 54]. Взаимо�
связь обнаружена путем статистического анализа
множества siРНК и не всегда подтверждается.
Так, O. Матвеева с соавт. обнаружили предпочти�
тельность A в позициях N4 и N8 [41], а в позиции
N5 некоторых активных siРНК находится нуклео�
тид U [59].

В позиции N6 антисмысловой цепи siРНК дол8
жен быть U, но не C, а по позиции N16 – наоборот
[19]. Взаимосвязь обнаружена путем статистиче�
ского анализа обширной коллекции siРНК из ба�
зы данных siRecords.

В позиции N7 антисмысловой цепи siРНК дол8
жен быть A или U, но не G или C [41, 51, 53–56, 60].
Проверка предпочтительного нуклеотидного со�
става siРНК, проведенная W. Gong и соавт., под�

твердила значимость лишь нуклеотида A, но не U,
G или C [19]. Более того, в некоторых активных
siРНК в данной позиции находится нуклеотид G
[21, 57].

В позиции N10 антисмысловой цепи siРНК дол8
жен быть A или U [41, 51, 55–57]. К сожалению,
данное правило, по�видимому, нельзя считать на�
дежным. Так, M. Amarzguioui & H. Prydz показали
[53], что наличие U в позиции 10 антисмысловой
цепи siРНК существенно снижает эффективность
РНКi, а W. Gong с соавт. [19] среди 9000 siРНК вооб�
ще не обнаружили никаких нуклеотидных пред�
почтений в этой позиции. Однако следует иметь в
виду, что именно позиция 10 соответствует сайту
разрезания смысловой цепи siРНК�дуплекса и
целевой молекулы РНК, и термодинамическое
состояние пары нуклеотидов в этой позиции мо�
жет играть существенную роль в эффективности
разрезания указанных цепей РНК активирован�
ным комплексом RISC [46].

В позиции N11 антисмысловой цепи siРНК дол8
жен быть С, но не A, G или U [19]. Исключения из
этого правила представлены некоторыми вариан�
тами активных siРНК, у которых в позиции 11 ан�
тисмысловой цепи находится U [59].

В позиции N17 антисмысловой цепи siРНК дол8
жен быть A или U, но не G [19, 41, 51]. Из указан�
ных предпочтений наиболее значимо отсутствие
нуклеотида G по позиции 17, чем наличие по этой
позиции нуклеотидов A или U [19].

В позиции N19 антисмысловой цепи siРНК дол8
жен быть G или C, но не A или U [19, 21, 41, 53, 55–
57, 59]. Предпочтения этой позиции обусловле�
ны необходимостью поддержания термодинами�
ческой асимметричности РНК�дуплекса siРНК.

Как обнаружено путем статистического анали�
за, другие позиции (N9, N12–N15 и N18) предпо�
чтительно занимает нуклеотид A, однако это не
всегда соблюдается [19, 41, 51, 53, 54, 56, 59]. Дан�
ные же по предпочтительным нуклеотидам в по�
зициях N20 и N21 siРНК противоречивы. Так, D.
Huesken и соавт. обнаружили, что у функциональ�
но активных siРНК в позиции 21 находится G, но
не C [55], а Х. Wang с соавт. [60] выявили обратную
зависимость. В тоже время другими исследова�
тельскими группами установлено [61, 62], что вы�
ступающие 3'�концевые нуклеотиды N20 и N21 ан�
тисмысловой цепи siРНК практически не влияют
на эффективность и специфичность РНКi и могут
быть любыми. Как показано М. Amarzguioui и со�
авт., однонуклеотидные замены типа трансверсий
G→C не оказывают существенного влияния на эф�
фективность РНКi и на более протяженном участ�
ке siРНК – с нуклеотида N9 по нуклеотид N21, в
особенности по нуклеотидам N10, N17 и N18 [63].

Содержание нуклеотидов G и C в siРНК должно
быть 25–60% [19, 21, 40, 50–53, 64–67]. При
слишком низком содержании нуклеотидов G и C
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siРНК�дуплекс не стабилен и, кроме того, ан�
тисмысловая цепь siРНК связывается с целевой
молекулой РНК с низкой аффинностью. Высокое
же содержание этих нуклеотидов препятствует
вхождению в комплекс RISC и/или выходу из не�
го целевой молекулы РНК. Оптимальным, в том
числе и для предотвращения образования ста�
бильных внутрицепочечных вторичных структур,
оказывается близкое к 50%�ному содержание
нуклеотидов G и C [40, 51, 68]. Следует также от�
метить, что активные варианты siРНК имеют
крайне неравномерное распределение G и C нук�
леотидов: в регионе N2–N7 антисмысловой цепи
siРНК этих нуклеотидов около 20%, а в регионе
N8–N19 их более 50% [21]; выведен и оптималь�
ный нуклеотидный состав антисмысловой цепи
siРНК по нуклеотидам A, U, G и С (0.4, 0.35, 0.15
и 0.1 соответственно) [48].

Среди первых семи 5'8концевых нуклеотидов ан8
тисмысловой цепи siРНК A и U должно быть не ме8
нее трех [19, 21, 51, 57]. Это необходимо для под�
держания термодинамической асимметричности
siРНК�дуплекса.

Максимальная протяженность последователь8
ности идентичных нуклеотидов не должна превы8
шать трех [19, 52, 64, 66, 69]. Исключением могут
быть нуклеотиды A и U, для которых допустимы
более протяженные повторы [50].

Правила, основанные на особенностях 
структурно�термодинамической организации 

молекулы целевой РНК

Регион молекулы целевой РНК, взаимодейству8
ющий с антисмысловой цепью siРНК, должен быть
доступен [20, 22, 70–81]. Дело в том, что, если
участок�мишень siРНК будет частью термодина�
мически стабильной вторичной структуры (на�
пример, входит в состав разветвленной внутрен�
ней петли) молекулы целевой РНК, то доступ
siРНК к нему будет затруднен, а это негативно
скажется на эффективности РНКi. Доступность
сайта�мишени может быть определена путем рас�
чета одного (или нескольких) из следующих пара�
метров: индекса H�b, количества “отталкиваю�
щих” петель, локальной свободной энергии сайта�
мишени, локального потенциала к сворачиванию и
энергии связывания антисмысловой цепи siРНК.

Индекс H�b указывает на среднее количество
водородных связей, образуемых нуклеотидами
сайта�мишени с остальными нуклеотидами моле�
кулы целевой РНК [76]. Пороговым значением
этого индекса считается величина 28.8 – актив�
ными будут те siРНК, сайт�мишень которых име�
ет индекс H�b меньше этой величины [19].

Под “отталкивающими” (repelling) петлями
подразумеваются термодинамически стабильные
глобальные вторичные структуры молекулы целе�
вой РНК, в состав которых входит сайт�мишень

[22]. Наличие таких структур у молекулы целевой
РНК рассчитывается для ее полноразмерной по�
следовательности [22] или для ее 800�нуклеотид�
ного фрагмента, включающего сайт�мишень [43],
с помощью стандартных пакетов типа Mfold
[22, 82]. Если сайт�мишень входит в состав, по
меньшей мере, трех из пяти наиболее стабильных
структур целевой РНК, то siРНК, к нему направ�
ленные, будут малоактивны или не активны вооб�
ще [19, 22, 70].

К локальным структурам молекулы целевой
РНК относятся короткие спиральные участки,
петли�выступы, симметричные и несимметрич�
ные внутренние петли, множественные петли, а
также локальные шпильки. Совокупная свобод�
ная энергия таких структур, включающих хотя бы
один нуклеотид сайта�мишени, определяется как
его локальная свободная энергия [79]. Активны�
ми могут быть те siРНК, сайты�мишени которых
имеют локальную свободную энергию не ниже
⎯20.9 ккал/моль [19, 79].

Способность сайта�мишени сворачиваться в
локальную термодинамически стабильную вто�
ричную структуру определяется как его локаль�
ный потенциал к сворачиванию [19]. W. Gong и
соавт. [19] рассчитали пороговое значение такого
потенциала как –22.72 ккал/моль – чем выше по
сравнению с пороговым значение этого парамет�
ра для сайта�мишени, тем выше активность соот�
ветствующей siРНК. Несколько позже это значе�
ние увеличили до –18 ккал/моль [70], а в 2010 г.
О. Матвеева и др. [49] провели специальное ис�
следование и внесли в это правило последнее
уточнение, согласно которому максимальной эф�
фективностью обладают те siРНК, термодинами�
ческая стабильность вторичной структуры сай�
тов�мишеней которых лежит в диапазоне между
⎯10 ккал/моль и 0 ккал/моль.

Энергия связывания антисмысловой цепи
siРНК может быть рассчитана с помощью приложе�
ния Sirna из пакета Sfold [83]. Наиболее активны те
siРНК, антисмысловые цепи которых имеют энер�
гию связывания, не превышающую –10 ккал/моль
[19, 83]. Энергию связывания можно рассчитывать
не для всей антисмысловой цепи siРНК, а только
для первых 8 н. с 5'�конца, при этом пороговое зна�
чение составляет –5 ккал/моль, выше которого эф�
фективность РНКi резко снижается, а ниже дости�
гает максимума. Роль 3'�региона, по�видимому,
менее значима – ее влияние на РНКi ощутимо
только в том случае, когда взаимодействие 5'�об�
ласти siРНК с молекулой целевой РНК характе�
ризуется низкой энергией [38]. Более того, в
контексте взаимодействия с целевой молекулой
РНК 5'� и 3'�концевые части антисмысловой це�
пи siРНК различаются и функционально: 5'�ко�
нец отвечает за первоначальное распознавание
целевой молекулы и эффективность ее расщеп�
ления, а 3'�конец определяет стабильность ассо�
циации между целевой РНК и антисмысловой
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цепью siРНК и многократность оборота послед�
ней [70].

Регион молекулы целевой РНК, взаимодейству8
ющий с антисмысловой цепью siРНК, должен при8
надлежать первым трем четвертям CDS [10, 19, 52,
64, 65]. Данное требование связано с тем, что 5'� и
3'�UTR (untraslated regions, нетранслируемые об�
ласти мРНК), а также CDS�области, перекрыва�
ющие стартовый кодон и стоп�кодон молекулы
целевой мРНК, обычно связаны с различными
регуляторными белками, что может препятство�
вать посадке siРНК.

РНК8дуплекс, образующийся при взаимодей8
ствии антисмысловой цепи siРНК с сайтом8мише8
нью, формирует спираль стандартной А8формы [34,
36]. Полной комплементарности по всем парам
нуклеотидов дуплекса не требуется для события
РНКi. Наибольшая толерантнность отмечается
для единичных некомплементарных пар (в част�
ности, A:C) в позициях 1, 2, 18 и 19, наименьшая
(в особенности, A:G) – по позициям 5–11, нали�
чие “неклассических пар” в остальных позициях
имеет промежуточный эффект на РНКi [84, 85].
Кроме того, не снижают эффективность РНКi и
некоторые двунуклеотидные “некомплементар�
ности”, однако возможностей для варьирования
здесь меньше [86, 87].

Правила, основанные на особенностях 
постановки эксперимента

Приоритет в выборе типа экспериментальных
клеток должен быть отдан наиболее восприимчи8
вым к генетической модификации клеткам, в кото8
рых РНКi протекает максимально эффективно [19,
21, 69, 88–91]. Установлено, что один и тот же ва�
риант siРНК, направленный к одной и той же
РНК, может проявлять разную активность в раз�
ных типах клеток. Так, РНКi проходит с разной
эффективностью в клетках млекопитающих и в
клетках плодовой мушки, в первичных культурах
клеток и в клетках раковых линий, а так же в раз�
ных типах клеток одного и того же организма [21,
89]. Это обусловлено комплексом причин, клю�
чевой из которых считается восприимчивость
клеток к генетической модификации [88–91], а
так же состояние в этих клетках системы РНКi
[69]. При отсутствии каких�либо иных ограниче�
ний, накладываемых на выбор типа клеток, прио�
ритет необходимо отдать клеткам линии HeLa,
которые наиболее полно соответствуют предъяв�
ляемым требованиям [19, 89].

Приоритет в выборе метода модификации целе8
вых клеток должен быть отдан методу трансфекции
синтетических siРНК [19, 89, 90]. Показано, что
именно метод трансфекции синтетических siРНК
позволяет добиться максимального уровня нок�
дауна целевого гена [89, 90]. Однако при этом сле�
дует учитывать, что синтетические siРНК неста�

бильны при хранении, разрушаются во время ма�
нипуляций при постановке эксперимента и, что
наиболее существенно, быстро деградируют внут�
ри клетки [92]. Проблема нестабильности siРНК
решается благодаря химической модификации
нуклеотидов, хотя это решение можно рассматри�
вать как решающее проблему лишь частично [33,
93–95]. Так, долгосрочного нокдауна целевого гена
таким способом достичь все равно нельзя, для это�
го необходимо использовать векторные конструк�
ции, кодирующие shРНК или amiРНК [96].

При оценке эффективности РНКi приоритетным
объектом анализа должен быть белок, а методом
оценки – Вестерн8блотинг [19, 97]. Более подроб�
но эти особенности постановки эксперимента
обсуждены в разделе “Контроль эффективности
экспериментальной РНКi”.

Помимо перечисленных выше факторов на
эффективность РНКi может влиять и ряд других
особенностей проведения эксперимента. Напри�
мер, при использовании вместо синтетических
siРНК shРНК или amiРНК более активными ин�
дукторами РНКi оказываются shРНК [98]. Одна�
ко при использовании shРНК как источника ин�
терферирующих РНК следует учитывать, что, во�
первых, Dicer эффективно процессирует только
те шпильки, длина ствола которых составляет
21 п.н. и более [49, 99], и, во�вторых, уровень ак�
тивности (экспрессии) этого ключевого фермен�
та системы РНКi может существенно различаться
в разных типах клеток [100–104]. Те же шпильки,
которые имеют короткий ствол, по�видимому,
процессируются РНКазами, распознающими од�
ноцепочечную РНК. В этом случае эффектив�
ность их процессинга будет зависеть от длины
терминальной петли и нуклеотидного состава
этой петли [49].

В завершение следует отметить, что даже са�
мые значимые из перечисленных выше особен�
ностей структурно�термодинамической органи�
зации молекулы целевой РНК и siРНК, а также
специфики постановки эксперимента сами по се�
бе определяют не более 2.2–2.6% функциональ�
ной активности siРНК, при этом указывая лишь
на те или иные предпочтения, наблюдаемые для
высокоэффективных siРНК [19]. Это означает,
что наличие, например, предпочтительного нук�
леотида в n�ой позиции или оптимального нук�
леотидного состава лишь увеличивают вероят�
ность того, что полученная siРНК будет обладать
высокой активностью; но эти критерии нельзя
считать абсолютными и их выполнение не дает
100%�ной гарантии получения ожидаемого ко�
нечного результата. Более того, следование даже
только самым значимым, но не всем, правилам
уже существенно уменьшает возможное разно�
образие специфичностей активных siРНК. По�
этому в математических моделях, позволяющих
при компьютерном проектировании ранжиро�
вать siРНК по их активности, учитывается не
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только их нуклеотидный состав, но и описанные
структурные и термодинамические особенности
siРНК, а также особенности структурно�термо�
динамической организации молекул целевых
РНК. Так, по мнению S. Walton и соавт. [105],
при подборе активных siРНК наибольшее значе�
ние следует придавать информации по нуклео�
тидным “предпочтениям” и термодинамической
стабильности 5'�концов siРНК�дуплекса, а со�
гласно результатам компьютерного моделирова�
ния с использованием алгоритма DRM (от англ.
Disjunctive Rule Merging), проведенного W. Gong и
соавт. [19] для подбора siРНК с уровнем РНКi ак�
тивности около 90% и более требуется учет оди�
ночного и комбинированного (как правило, не�
аддитивного) вклада не менее 14 параметров.

Биоинформационные ресурсы

Для целого ряда генов последовательности
siРНК, обладающие оптимальным соотношени�
ем эффективность/специфичность, могут быть
найдены в оригинальных публикациях или в спе�
циализированных базах данных (табл. 1). Самая
обширная база данных – siRecords, которая на
2009 год содержала информацию о 17192 экспе�
риментах по РНКi из 6122 оригинальных статей и
охватывала 5086 уникальных генов [110]. Одним
из ключевых преимуществ такого пути подбора
можно считать то, что представленные в базе
siРНК, как правило, уже прошли эксперимен�
тальную проверку. Однако в тех случаях, когда
интересующий исследователя ген еще не изучен,
т.е. новый, или когда речь идет о новом РНК�
транскрипте гена, возникает необходимость в
самостоятельной разработке siРНК. Кроме того,
siРНК, использованные в экспериментальных

целях на заре эры РНКi (начало 2000�х), были
разработаны в соответствии с правилами, осно�
ванными на упрощенном представлении того
времени о РНКi. Наконец, необходимо учиты�
вать тот факт, что синтетические siРНК и создан�
ные на их основе shРНК или amiРНК не всегда
обладают той же эффективностью и специфично�
стью, и, следовательно, нуждаются в дополни�
тельной проверке [113]. 

В том случае, когда необходимый вариант
siРНК не удается подобрать из литературы или
баз данных, его можно спроектировать в полуав�
томатическом режиме с помощью какой�либо из
компьютерных программ, специально разрабо�
танных для этих целей. На сегодняшний момент
различными научно�исследовательскими груп�
пами, а также биотехнологическими компаниями
создано и доступно для работы “on�line” или рас�
пространяется в виде открытого кода более 30 та�
ких программных продуктов (табл. 2).

Часть из предлагаемых компьютерных про�
грамм учитывает лишь ограниченный набор пра�
вил проектирования высокоэффективных и высо�
коспецифичных siРНК, сформулированных еще в
начале XXI века. Примером такого программного
продукта можно считать сервис EMBOSS sirna
[120]. Получаемые при этом siРНК�кандидаты, как
правило, статистически значимо не отличаются от
произвольно подобранного к данной целевой мо�
лекуле РНК варианта siРНК и, как следствие,
нуждаются в дополнительной биоинформатиче�
ской и экспериментальной проверке. Отдельные
структурно�термодинамические параметры таких
кандидатов могут быть проверены “on�line” или
“off�line” с помощью узкоспециализированных
компьютерных программ, позволяющих анали�
зировать только какую�то одну категорию осо�

Таблица 1. Репрезентативные базы данных, содержащие нуклеотидные последовательности экспериментально
верифицированных или заранее спроектированных siРНК

База данных URL Ссылка

GeneAssist™ siRNA 
Workflow Builder

http://www5.appliedbiosystems.com/tools/sirna Life Technologies Corp., 
США

HuSiDa http://www.human�sirna�database.net [106]

RFRCDB�siRNA http://www.bioinf.seu.edu.cn/siRNA/index.htm [107]

RiDDLE http://cluster�12.mpi�cbg.de/cgi�bin/riddle/search [108]

RNAi Codex http://cancan.cshl.edu/cgi�bin/Codex/Codex.cgi Hannon Laboratory at CSHL

siMAXTM siRNA http://www.eurofinsdna.com/products�services/sirna/prede�
signed�andvalidated�sirna.html

Eurofins MWG Operon, 
Германия

sIR http://biotools.swmed.edu/siRNA [109]

siRecords http://sirecords.biolead.org [110]

siRNAdb http://sirna.sbc.su.se [111]

siRNA seats http://web.cos.gmu.edu/~gmanyam/siRNA_db/search.php [112]

The MIT/ICBP siRNA 
Database

http://web.mit.edu/sirna MIT, США
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бенностей организации siРНК. Так, с помощью
программы si�shRNA могут быть рассчитаны тер�
модинамические параметры [49], сервис siMAXTM

Design компании Eurofins MWG Operon (Герма�
ния) позволяет учесть особенности вторичной
структуры сайта�мишени из молекулы целевой
РНК, а алгоритм AsiDesigner, написанный груп�
пой Young Joo Kim из южно�корейского Меди�
цинского центра геномных исследований, обес�
печивает отбор эффективных и специфичных
siРНК, позволяющих дискриминировать альтер�
нативные формы сплайсинга РНК�транскриптов
данного гена [50].

Однако в большинстве современных компью�
терных программ подбора siРНК учитывается
весь комплекс известных на сегодняшний мо�
мент особенностей организации siРНК, влияю�
щих на их активность и специфичность, что ис�
ключает необходимость проведения перекрест�
ной проверки подобранных кандидатных siРНК с
помощью более специализированных биоинфор�
матических инструментов. В основе таких про�
грамм лежат эвристические алгоритмы, весовые
линейные и нелинейные статистические модели
и методы машинного обучения (метод опорных
векторов, генетический алгоритм и искусствен�
ные нейронные сети) [55, 60, 109, 115, 121–126].
Как правило, эти программы интегрированы с
базами данных по экспериментально верифици�
рованным или заранее спроектированным (“pre�
designed”) siРНК и предлагают пользователю ши�
рокие возможности по выбору сайта�мишени в
молекуле целевой РНК, подбору их длины и нук�

леотидного состава, анализу специфичности кан�
дидатных siРНК и т.д. К наиболее популярным
компьютерным программ такого класса – с опти�
мальным соотношением чувствительность/спе�
цифичность – относятся алгоритм DSIR, разра�
ботанный группой Jean�Philippe Vert из Париж�
ского центра компьютерной биологии [115],
программа BIOPREDsi компании “Novartis” [55],
продукт SiDE группы Joaquin Dopazo из Испан�
ского центра онкологических исследований
[117], программный пакет BLOCK�iTTM RNAi
Designer компании “Life Technologies Corp.”
(США), информационный ресурс sIR, разрабо�
танный группой Harold R. Garner из Юго�Запад�
ного медицинского центра при Техасском уни�
верситете [109] и программа siDRM, созданная
группой Tongbin Li из Университета штата Мин�
несота [118]. Тем не менее, следует отметить, что
даже эти программы не дают 100%�ной гарантии
точности подбора siРНК с заданными свойства�
ми. Поэтому на практике, как правило, отбирают
несколько самых высокорейтинговых кандидат�
ных siРНК и проводят экспериментальную про�
верку их активности и специфичности.

КОНТРОЛЬ АКТИВНОСТИ siРНК 
В ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНОЙ РНКi

Единой общепринятой шкалы оценки актив�
ности siРНК до сих пор не разработано. Разнооб�
разие же используемых в настоящее время шкал
может быть сведено к трем категориям: 1) двух�
уровневая шкала, в соответствии с которой все

Таблица 2. Репрезентативные компьютерные программы, предназначенные для подбора и анализа siРНК in silico

Программа URL Ссылка

AsiDesigner http://sysbio.kribb.re.kr:8080/AsiDesigner/menuDesigner.jsf [50]

desiRm http://www.imtech.res.in/raghava/desirm [114] 

DSIR http://biodev.extra.cea.fr/DSIR/DSIR.html [115]

E�RNAi http://www.e�rnai.org [116]

RFRCDB�siRNA http://www.bioinf.seu.edu.cn/siRNA/index.htm [107]

RNAxs http://rna.tbi.univie.ac.at/cgi�bin/RNAxs [81]

siDE http://side.bioinfo.cnio.es [117]

siDRM http://sidrm.biolead.org [118]

sIR http://biotools.swmed.edu/siRNA [109]

siRNA Scales http://gesteland.genetics.utah.edu/siRNA_scales [41]

siRNA WizardTM v3.1 http://www.sirnawizard.com/design_advanced.php InvivoGen, США

siSVM http://sirna.sbc.su.se [111]

WI siRNA Selection Program http://jura.wi.mit.edu/bioc/siRNAext/home.php [69]

Oligoengine 2.0 http://www.oligoengine.com/products/oe2.html Halo�Bio RNAi Thera�
peutics Inc.,США

siRNA Design Tool http://bioinfo.wistar.upenn.edu/siRNA/siRNA.htm [119]

siRNArules 1.0 http://sourceforge.net/projects/sirnarules Geeknet Inc., США
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siРНК, вызывающие менее 50% нокдауна целевого
гена, считаются неактивными, а более 50% – ак�
тивными [51]; 2) трехуровневая шкала, согласно
которой все siРНК, вызывающие нокдауна целево�
го гена менее чем на 20%, относят к неактивным,
при уровне нокдауна между 20 и 70% – к siРНК со
средней активностью, а более 70% – к siРНК с вы�
сокой активностью [21]; 3) четырехуровневая шка�
ла, в соответствии с которой все siРНК, вызываю�
щие менее 50% нокдауна целевого гена, обладают
низкой активностью, между 50 и 70% – средней
активностью, между 70 и 90% – высокой активно�
стью и более 90% – очень высокой активностью
[19, 110]. В данной статье мы будем придержи�
ваться четырехуровневой шкалы оценки актив�
ности siРНК. При этом следует отметить, что ран�
жирование, принятое в этой шкале, равно как и
ранжирования в других шкалах, не имеют строго�
го математического обоснования и во многом вы�
брано эмпирически, исходя из функциональных
последствий той или иной степени нокдауна це�
левого гена.

Дальнейшая оценка разработанного варианта
siРНК в соответствии с выбранной шкалой актив�
ности может быть проведена в три этапа: биоин�
форматический, предварительный и прямой экс�
периментальный. К сожалению, биоинформатиче�
ских подходов, которые позволяли бы in silico, до
проведения экспериментальной работы, надежно
предсказать активность спроектированного вари�
анта siРНК, к настоящему времени не разработа�
но. Впервые попытку решить эту задачу предпри�
няла группа P. Pancoska в 2004 году [78], однако ни
их алгоритм, ни алгоритмы, разработанные позже
другими исследователями, в том числе такие ал�
горитмы, которые лежат в основе современных
компьютерных программ проектирования siРНК,
не обладают 100%�ной точностью. Более того,
критический анализ существующих правил раз�
работки siРНК позволяет прийти к выводу, что с
их помощью можно конструировать siРНК с ак�
тивностью более 50% лишь в 75–80% случаев
[110]. Поэтому окончательная оценка активности
разработанного варианта siРНК все равно прово�
дится экспериментальным путем.

На предварительном этапе эксперименталь�
ной проверки активности siРНК целесообразно
использовать систему сдвоенных репортерных ге�
нов, один из которых кодирует только какой�ни�
будь легко детектируемый репортерный белок, а
второй кодирует не только дополнительный ре�
портерный белок, но и несет сайт�мишень для
посадки siРНК. В такой системе первый ген необ�
ходим для нормализации данных, а по уровню
экспрессии второго можно судить об эффектив�
ности работы выбранного варианта siРНК [55, 67,
127]. Примером системы такого плана служит си�
стема siCHECK фирмы “Promega”, основанная
на гене люциферазы. Эта система позволяет в те�
чение 24 ч. провести ранжирование интерфери�

рующих РНК по их активности и выбрать из 3–
5 первоначальных вариантов наиболее активный
[72]. Однако, несмотря на явные плюсы такой, а
также аналогичных систем предварительной
оценки активности siРНК, большинство иссле�
дователей все же предпочитают прямые испыта�
ния разработанного варианта siРНК. Это обу�
словлено несколькими причинами: во�первых,
предварительная проверка требует дополнитель�
ных материально�технических затрат, во�вторых,
на ее проведение требуется время, в�третьих, ре�
зультаты такой проверки не всегда совпадают с
результатами, полученными при работе на целе�
вом гене.

При проведении прямых испытаний актив�
ность siРНК может быть оценена по изменению
уровня экспрессии целевого гена на уровне РНК
и/или белка. Для количественной оценки экс�
прессии целевого гена на уровне РНК использу�
ют количественную ПЦР или технологию микро�
чипов (используемые ранее в экспериментах с
РНКi качественные методы анализа целевой
РНК, такие как Нозерн�блотинг или анализ с за�
щитой от РНКаз, в настоящее время практически
не применяются). При количественной оценке
экспрессии целевой РНК относительным методом
в качестве факторов нормализации используют
уровень экспрессии одного, а в последнее время
сразу комбинации из нескольких генов “домашне�
го хозяйства” (таких, как GAPDH, β�актина или
тубулина) либо, при работе с клетками человека,
уровень экспрессии Alu�повторов. В качестве аль�
тернативного подхода используют методы опреде�
ления абсолютного количества копий целевой
РНК на клетку, что определяется по калибровоч�
ным кривым количественной ПЦР.

Однако ориентация только на уровень целевой
РНК как критерий при оценке активности siРНК
содержит в себе скрытую ошибку: уровни мРНК и
соответствующего белка не всегда взаимосвяза�
ны. В частности, нокдаун белка может быть обу�
словлен как деградацией целевой мРНК, что про�
исходит при классическом действии siРНК, пол�
ностью комплементарных РНК�мишени, так и за
счет блокады трансляции мРНК, что наблюдает�
ся при miРНК�подобном действии siРНК, когда
они не полностью комплементарны РНК�мише�
ни. Поэтому, как это уже было отмечено ранее,
приоритетным объектом анализа при оценке эф�
фективности РНКi должен быть белок [19, 97].
Количественная оценка целевого белка может
быть осуществлена с помощью Вестерн�блотинга
с последующей денситометрией полученных бло�
тов, проточной цитометрии, количественной им�
муноцитохимии или флуориметрии. При этом
наиболее информативным для анализа эндоген�
ных белков считается Вестерн�блотинг [19].
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КОНТРОЛЬ СПЕЦИФИЧНОСТИ ДЕЙСТВИЯ 
siРНК В ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНОЙ РНКi

Контроль специфичности нокдауна целевого гена

Снижение экспрессии целевого гена в клетках,
трансфицированных siРНК или с эктопической
экспрессией shРНК или amiРНК, еще не являет�
ся свидетельством того, что это обусловлено спе�
цифической РНКi. Что бы доказать специфич�
ность наблюдаемого нокдауна целевого гена, не�
обходимо использовать серию контролей.

Использование неактивных siРНК. Под неак�
тивными подразумеваются такие siРНК, которые
не имеют полноразмерной гомологии и/или го�
мологии по “запальной” области с какими�либо
молекулами РНК в исследуемом типе клеток. Та�
кие siРНК могут быть созданы с помощью трех
разных подходов: 1) разработки скремблирован�
ных siРНК, 2) проектирования мутантных siРНК
и 3) использования siРНК, направленных к РНК�
продуктам генов других живых организмов.

Скремблированные siРНК имеют тот же нук�
леотидный состав, что и активные siРНК, но дру�
гую последовательность нуклеотидов, причем
нуклеотиды “перемешаны” так, что формируе�
мая ими последовательность не комплементарна
ни одному из РНК�транскриптов клетки. Скрем�
блированный вариант siРНК может быть создан в
автоматическом режиме с помощью специальных
модулей, которыми оснащены некоторые ком�
пьютерные разработчики siРНК (например, мо�
дуля Scramble siRNA сервиса siRNA WizardTM v3.1
компании “InvivoGen”). Альтернативой скрем�
блированным siРНК служит мутантная форма ак�
тивной siРНК, которая может быть создана путем
введения нуклеотидных замен или инверсий в
«запальной» области или в центральном регионе
исходного варианта малой РНК [72, 128–130].
Наконец, в качестве отрицательного контроля
могут быть использованы siРНК, активные по от�
ношению к генам других организмов. Примером
таких siРНК могут быть siРНК, направленные к
РНК�продукту GL2 варианта гена, кодирующего
люцеферазу светляка Photinus pyralis [65].

К сожалению, все указанные варианты кон�
трольных siРНК не лишены недостатков. Так,
изменение нуклеотидной последовательности
siРНК, особенно в центральном регионе, не га�
рантирует полную отмену ее специфической ак�
тивности, сохраняя miРНК�подобный эффект.
Кроме того, любой контрольный вариант siРНК
обладает собственным профилем неспецифиче�
ской активности, что может сказаться на состоя�
нии модифицированных клеток.

Комплементация эффекта siРНК. Это своеоб�
разный отрицательный контроль от обратного –
введение в клетку мутантной копии целевого ге�
на, РНК�продукт которого будет полностью
функционально активен, но не будет распозна�

ваться siРНК. Этого можно добиться, введя нук�
леотидные замены в кодирующую часть гена (не
нарушая при этом кодировку аминокислот благо�
даря вырожденности генетического кода), либо
заменив нетранслируемые регионы мРНК – если
интерферирующая РНК была направлена именно
к этим участкам. Очевидно, что этот контроль
также имеет свои недостатки. В частности, он не
всегда возможен по техническим и методическим
причинам, кроме того, эквивалентное восстанов�
ление уровня экспрессии целевого белка после
трансфекции или трансдукции клеток не всегда
возможно. Тем не менее, именно этот контроль
считается золотым стандартом, подтверждающим
специфический нокдаун целевого гена [73, 129].

Использование набора siРНК. В том случае, ко�
гда по техническим или методическим причинам
поставить предыдущий контроль невозможно,
предлагается использовать не один вариант, а
два–три варианта siРНК, направленных против
РНК�продукта одного и того же целевого гена, но
имеющих разную специфичность. Если такие ва�
рианты вызывают нокдаун целевого белка и один
и тот же фенотипический эффект, то это может
служить косвенным подтверждением специфич�
ности РНКi [73, 129].

Контроль неспецифических проявлений 
системы РНКi

Результаты более чем десятилетних исследова�
ний РНКi убедительно показывают, что, вопреки
первоначальным надеждам, этот процесс не стоит
считать абсолютно специфичным. Анализ имею�
щихся на сегодняшний момент данных позволяет
заключить, что нарушение специфичности РНКi
может быть обусловлено несколькими причина�
ми, ключевые из которых: интерфероновый от�
вет, насыщение системы биогенеза малых РНК,
неспецифическое действие (off�target effect)
siРНК, а также их цитотоксичность и аптамерный
эффект. Ниже каждая из этих причин будет рас�
смотрена подробно, с указаниями на возможно�
сти их биоинформатического и/или эксперимен�
тального контроля.

Интерфероновый ответ. Интерфероновый от�
вет – компонент системы врожденной противо�
вирусной защиты организма, функциональная
суть которого сводится к подавлению транскрип�
ционной и/или трансляционной активности
клетки в ответ на появление в ней двухцепочеч�
ных РНК. Появление таких РНК в клетке приво�
дит к активации специфических белков (в част�
ности, протеинкиназы R), а также запускает экс�
прессию ряда генов интерферонового ответа (в
частности, гена 2'5'�олигоаденилатсинтетазы 1),
белковые продукты которых и подавляют тран�
скрипцию и/или трансляцию в клетке.
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Протеинкиназа R преимущественно активиру�
ется в ответ на появление длинных (более 30 п.н.)
[131] и, гораздо реже, коротких (менее 30 п.н.) [132]
РНК�дуплексов. Поскольку в большинстве случаев
для экспериментальной РНКi используются siРНК
меньшего размера, то этот механизм запуска ин�
терферонового ответа не представляется значи�
мым в контроле специфичности РНКi. 

Однако и короткие РНК�дуплексы так же мо�
гут запустить интерфероновый ответ, правда, по
другому механизму. Впервые на способность
siРНК протяженностью менее 30 п.н. индуциро�
вать интерфероновый ответ обратил внимание А.
Bridge с соавт. в 2003 году. Используя в своих ис�
следованиях модель фибробластов легких челове�
ка, они обнаружили, что экспрессия одного из
классических генов интерферонового ответа – ге�
на 2'5'�олигоаденилатсинтетазы 1 – может увели�
чиваться в 50 раз в ответ на конститутивную нара�
ботку в этих клетках некоторых вариантов shРНК
(как предшественников siРНК). При этом интер�
фероновый ответ не зависел от типа вектора (чел�
ночный плазмидный или лентивирусный), исполь�
зуемого для переноса экспрессионной кассеты,
ориентации последней, а также от специфично�
сти shРНК и степени нокдауна целевого гена, но
находился в прямой зависимости от дозы векто�
ра, доставляемого в целевые клетки [133]. Это
наблюдение позволяет предположить, что ин�
терфероновый ответ может быть спровоцирован
насыщением системы биогенеза малых РНК и
накоплением в клетке непроцессированных или
неправильно процессированных shРНК.

Кроме того, интерфероновый ответ может за�
пускаться некоторыми вариантами siРНК через
взаимодействие последних с эндосомальными
Toll�подобными рецепторами (TLR3, TLR7 и
TLR8). Первоначально такой механизм запуска
интерферонового ответа обнаружили только у
макрофагов, дендритных клеток и у клеток неко�
торых клеточных линий, причем только в том
случае, когда использовались синтетические
siРНК, содержащие последовательность 5'�UGU�
GU�3' или 5'�GUCCUUCAA�3' [134–136]. Одна�
ко более поздние исследования показали, что
данный феномен распространен гораздо шире и
не всегда зависит от указанных нуклеотидных по�
следовательностей [137, 138].

Таким образом, при планировании и поста�
новке экспериментов с использованием РНКi не�
обходима строгая количественная оценка уровня
экспрессии генов интерферонового ответа. В не�
которых случаях, что бы снизить вероятность ин�
дукции интерферонового ответа, возможно ис�
пользование РНК�дуплексов, цепи которых не
полностью комплементарны (не имеют полно�
стью комплементарных участков на протяжении
не менее 11 п.н.), а содержат петли�выступы или
внутренние петли, что мимикрирует ситуацию с
предшественниками miРНК [72, 139]. Однако не

следует забывать, что такие дуплексы могут обла�
дать меньшей активностью [36]. Кроме того, при
анализе интерферонового ответа необходимо
иметь в виду, что ряд опухолевых клеточных линий
имеет дефектную систему интерферонового ответа
[140], а некоторые векторы, попадая в клетку, спо�
собны сами по себе, не кодируя shРНК, запускать
интерфероновый ответ (в частности, из�за нали�
чия криптических конвергентных промоторов)
[141]. В последнем случае возможность запуска
интерферонового ответа может быть проконтро�
лирована с помощью “пустого” вектора – векто�
ра, не содержащего экспрессионную кассету для
shРНК или amiРНК.

Насыщение системы биогенеза малых РНК.
Эктопическая экспрессия предшественников
shРНК или amiРНК приводит к насыщению си�
стемы ядерного транспорта малых РНК клетки
(в частности, к насыщению гетеродимерного
комплекса Exportin�5�Ran�GTP как основного
компонента такой транспортной системы), что
нарушает их биогенез и сопровождается гибелью
клетки [142]. Для разных типов клеток порого�
вый уровень экспрессии shРНК или предше�
ственников amiРНК, за которым наблюдается
насыщение системы биогенеза малых клеточных
РНК, не одинаков. В связи с этим, для адекватно�
го контроля такой ситуации необходимо оцени�
вать уровень экспрессии наиболее значимой(мых)
для данного типа клеток miРНК (например, has�
mir�122 для клеток печени, где эта miРНК состав�
ляет примерно 70% от всех miРНК).

Неспецифическое действие siРНК. Неспеци�
фическое действие siРНК может быть обусловле�
но тремя механизмами: 1) взаимодействием “за�
пальной” области антисмысловой цепи siРНК с
молекулами нецелевых РНК, 2) включением
смысловой цепи siРНК в состав комплекса RISC
и 3) удлинением siРНК на РНК�мишени как мат�
рице, что генерирует новые варианты siРНК.

Взаимодействие “запальной” области антисмыс*
ловой цепи siРНК с молекулами нецелевых РНК. Не�
смотря на то, что в начале 2000�х получены данные,
указывающие на высокую специфичность дей�
ствия siРНК [143], уже к 2004 году появились пер�
вые свидетельства неспецифической активности
siРНК [144, 145]. При этом неспецифическое дей�
ствие siРНК может быть обусловлено двумя при�
чинами: во�первых, довольно редкими случаями,
когда между антисмысловой цепью siРНК и неце�
левой РНК наблюдается полная комплементар�
ность, и, во�вторых, широко распространенными
случаями, когда между антисмысловой цепью
siРНК и нецелевой РНК имеется частичная ком�
плементарность [50, 120, 146–149].

Размер непрерывающегося участка антисмыс�
ловой цепи siРНК, имеющего комплементар�
ность к молекуле нецелевой РНК, может варьи�
ровать от 4 до 14 н. со средним значением 8 н. При
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этом предпочтение получают нуклеотиды 2–8
“запальной” области siРНК [147]. Чаще всего в
качестве сайтов взаимодействия с такими siРНК
выступают нуклеотидные последовательности из
3'�UTR, далее идут CDS и 5'�UTR РНК�тран�
скриптов [147]. В целом, siРНК действуют как
miРНК, которые регулируют экспрессию сотен
генов путем взаимодействия через свою “запаль�
ную” область с 3'�UTR их РНК�транскриптов.
Подобие настолько высоко, что отмечается даже
соответствие между насыщенностью 3'�UTR
РНК�транскрипта последовательностями, ком�
плементарными “запальной” области siРНК, и
уровнем нецелевого эффекта, как и в случае с
miРНК [146, 147, 150]. При этом нецелевой эф�
фект проявляется одинаково хорошо как на уровне
РНК, так и на уровне белка, и зависит от последо�
вательности siРНК, но не от гена�мишени [147].

По�видимому, на нынешнем этапе развития
технологии РНКi проблема неспецифического
действия siРНК окончательно решена быть не мо�
жет. Так, для эффективной блокады трансляции
между мРНК и siРНК достаточно области гомоло�
гии в шесть нуклеотидов [50, 144, 146]. Размер же
гаплоидного ядерного генома человека равен
3 167 000 895 п.н. (сборка�стандарт GRCh37 ге�
нома человека, The Genome Reference Consor�
tium http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/genome/
assembly/grc/index.shtml), из которых более 60%
транскрибируется [13], причем часть образующихся
транскриптов не тождественна геномной последо�
вательности (из�за цис� и транс�сплайсинга, пост�
транскрипционного “тасования” экзонов, а также
РНК�редактирования). В такой ситуации любая
случайно сгенерированная siРНК будет находить
себе мишень (даже самые редко встречаемые ше�
стинуклеотидные последовательности могут быть
найдены не менее чем у 142 3'�UTR, а семинуклео�
тидные – не менее чем у 17 3'�UTR [146, 151]). Тем
не менее, к настоящему моменту предложено не�
сколько подходов для снижения неспецифической
активности siРНК.

Одним из таких подходов может быть замена
некоторых нуклеотидов в “запальной” области
антисмысловой цепи siРНК, не влияющая на ее
целевое действие [144, 148, 152, 153]. В частности,
наиболее толерантными оказываются замены,
приводящие к образованию между “запальной”
областью и сайтом�мишенью пар нуклеотидов G:U
и A:C [84, 149]. Однако эти замены, действительно
приводящие к снижению неспецифического дей�
ствие siРНК по отношению к изначальному списку
нецелевых молекул РНК, создают новый список
таких молекул, не решая общей проблемы [147].

Второй путь решения проблемы специфично�
сти – проектирование siРНК с таким расчетом,
что бы их антисмысловая цепь, взаимодействуя с
нецелевыми РНК, формировала РНК�дуплекс,
содержащий внутреннюю петлю из�за некомпле�
ментарности по позиции 2. Модельные исследо�

вания показывают, что такой подход на самом де�
ле позволяет существенно снизить неспецифиче�
ское действие siРНК [154], однако он же снижает
и спектр специфичности самих siРНК.

Аналогичен этому пути третий подход – под�
бор таких вариантов siРНК, “запальные” области
которых комплементарны последовательности
3'�UTR минимального количества генов [146],
либо образуют с ними термодинамически неста�
бильные дуплексы [151].

Наконец, четвертый вариант – подбор опти�
мальной концентрации siРНК. В ряде исследова�
ний показано, что целевая активность siРНК ма�
ло зависит от их концентрации и проявляется в
широком диапазоне ее значений. В то же время,
нецелевая активность siРНК, как правило, зави�
сит от их концентрации и наиболее выражена при
высоких значениях. В частности, на моделях хи�
мически синтезированных siРНК показано, что
при их внеклеточной концентрации на момент
трансфекции более 100 нМ неспецифический эф�
фект наиболее вероятен, при концентрации от 20
до 100 нМ отмечается лишь изредка, а при кон�
центрации менее 20 нМ маловероятен (но все же
возможен) [60, 130, 132, 149]. Вероятно, это обу�
словлено различиями в термодинамической ста�
бильности (температуре плавления и константе
диссоциации) РНК�дуплекса, образуемого siРНК
с целевой РНК и нецелевой; при этом пороговое
значение температуры плавления РНК�дуплекса
составляет +21.5оС [149]. Аналогичная взаимо�
связь существует и между концентрацией siРНК и
вероятностью индукции интерферонового ответа
[72, 130, 155]. Следует также отметить, что для од�
ного и того же типа siРНК и одной и той же кон�
центрации их неспецифическое действие зависит
еще и от типа клеток�мишеней [25].

Учитывая исключительную важность сведе�
ний о спектре неспецифической активности
siРНК для интерпретации экспериментальных
данных, контролю этого параметра РНКi необхо�
димо уделять особое внимание. На этапе плани�
рования исследования строго рекомендуется про�
ведение биоинформатической проверки in silico
разработанного варианта siРНК на его специ�
фичность. Большинство современных компью�
терных разработчиков интерферирующих РНК
уже содержат модули для такой проверки. В тех
же случаях, когда такой модуль отсутствует или
есть необходимость провести проверку уже су�
ществующего варианта siРНК, можно восполь�
зоваться такими общими программами поиска
гомологии как BLAST, доступной «on�line» на
официальном Web�сайте американского Наци�
онального центра биотехнологической информа�
ции (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov), и SSEARCH, так�
же выложенной для свободного пользования на сер�
вере Европейского института биоинформатики
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/sss/fasta), либо же специ�
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ализированными программами типа Overlapping
seeds [156], siRNA Seed Locator [128] или Speci�
ficityServer [157]. Однако окончательный вер�
дикт специфичности siРНК может дать только
экспериментальная проверка, где для оценки
специфичности используются такие техноло�
гии как количественная ПЦР и микрочипы.

Включение смысловой цепи siРНК в состав ком*
плекса RISC. В тех случаях, когда siРНК�дуплекс
не обладает необходимой асимметричностью, в
составе комплекса RISC* может сохраняться не
только антисмысловая цепь, но и смысловая
[158], которая окажет неспецифическое действие.
Впервые на такую возможность указала группа
под руководством Р. Clark из Медицинской шко�
лы Йельского университета: они обнаружили, что
смысловая цепь анти�ICAM�1 siРНК приводит к
сайленсингу гена TNFR1 – с мРНК которого она
образует 17 комплементарных пар [159].

Удлинение siРНК на РНК*мишени как матрице.
Удлинение siРНК на РНК�мишени как матрице
приводит к появлению в клетке новых вариантов
интерферирующих РНК, запускающих так назы�
ваемую транзитивную РНКi. Этот феномен ха�
рактерен для растений и нематод, но не для мле�
копитающих, у которых не обнаружен гомолог
РНК�зависимой РНК�полимеразы [160–163].

Цитотоксическое действие siРНК. Те siРНК,
которые имеют последовательность 5'�UGGC�3',
оказывают токсический эффект на клетки [164].
Явление обнаружено только одной группой ис�
следователей, не имеет объяснения, не известна
его распространенность, работа независимыми
исследователями не проверялась.

Аптамерный эффект siРНК. Постулируется,
что siРНК могут оказывать неспецифическое
действие – наподобие РНК�аптамеров или ан�
тисмысловых РНК, – связываясь с эндогенными
белками и нарушая их работу [130, 132, 165–170].

Таким образом, при разработке высокоэффек�
тивных и высокоспецифичных siРНК необходи�
мо использовать системный подход, который
должен включать как всесторонний биоинформа�
тический анализ, так и экспериментальную про�
верку кандидатов на siРНК. При этом и в биоин�
форматическом анализе, и в экспериментальной
проверке должны быть учтены все параметры,
влияющие на эффективность и специфичность
siРНК: особенности структурно�термодинамиче�
ской организации siРНК, их нуклеотидного со�
става, а также структурно�термодинамической
организации молекулы целевой РНК и постанов�
ки эксперимента. Только такой подход позволяет
получить высокоэффективные и высокоспеци�
фичные siРНК, дающие надежно интерпретируе�
мые экспериментальные результаты.

Эта работа получила финансовую поддержку
со стороны Министерства образования Респуб�
лики Беларусь в рамках Государственных про�

грамм научных исследований “Фундаментальные
основы биотехнологий” (проект № 576/54) и
“Фундаментальная и прикладная медицина и
фармация” (проект № 590/54).
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