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РАСПРЕДЕЛЕНИЕ ТАРГЕТНЫХ МАЛЫХ ИНТЕРФЕРИРУЮЩИХ РНК 
ПОСЛЕ ВНУТРИВЕННОГО ВВЕДЕНИЯ

DISTRIBUTION OF INTRAVENOUSLY INJECTED SMALL INTERFERING 
RNAS IN ORGANS AND TISSUES 

There are a number of problems that need to be addressed when designing an effective RNA interference-based drug including 
distribution of intravenously injected exogenous small interfering RNAs (siRNAs) in the organs and tissues of the patient. 
Insufficient data on siRNA distribution obtained using isotopic/fluorescent labeling offers no insight into whether the polymer 
retains its original structure after the injection. Quantitative real-time polymerase chain reaction that we used in our work 
provides a better response to the challenge. In our experiment LIVIN–specific siRNAs injected intravenously were distributed 
unevenly between tissues and their accumulation was dose-dependent (the study was conducted in mice using 2.5 and 7.5 
mg/kg doses). Maximal accumulation was observed in the liver and spleen where siRNA concentration continued to increase 
between 48 and 96 hours after its administration. This demonstrates that the studied cationic lisosome/miRNA complex has 
long circulation time. We believe that the obtained data will be instrumental in finding an effective therapeutic dose, designing 
adequate regimens and preparing for preclinical or clinical trials of siRNA-based drugs.

Создание лекарственных средств на основе РНК-интерференции предполагает решение ряда задач, включая получе-
ние сведений о распределении по органам реципиента вводимых в его организм экзогенных малых интерферирующих 
РНК (миРНК). Имеющиеся данные по этому направлению исследований не являются полными и получены при помощи 
изотопных/флуоресцентных меток, которые не позволяют судить о сохранении первичной структуры введенного по-
лимера. Использованный в данной работе метод анализа на основе количественной полимеразной цепной реакции 
в режиме «реального времени» позволяет решить эту проблему. Показано, что введенные внутривенно миРНК к гену 
LIVIN неравномерно распределяются между тканями и демонстрируют зависимое от дозы накопление в органах 
(исследование проводили на мышах, используя дозы 2,5 и 7,5 мг/кг). Максимальное накопление выявлено в печени и 
селезенке. Впервые обнаружено, что в этих органах концентрация анализируемой миРНК возрастает во временном 
интервале между 48 и 96 ч после введения. Это указывает на длительный период циркуляции миРНК в комплексе 
с катионными липосомами в организме. Полученные сведения актуальны для поиска эффективной терапевтической 
дозы, схем лечения, а также планирования доклинических и клинических исследований при разработке лекарствен-
ных препаратов на основе терапевтических миРНК.
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цепная реакция
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С момента открытия механизма прямого связывания вне-
сенных в цитозоль клетки малых интерферирующих РНК 
(миРНК) с РНК-индуцирующим комплексом выключения 
генов (RNA-induced silencing complex, RICS) интерес к соз-
данию лекарственных средств на основе РНК-интерфе-
ренции неуклонно растет [1]. Потенциальная возможность 
использования миРНК в терапевтических целях впервые 
была продемонстрирована при лечении модельных живот-
ных c аутоиммунным гепатитом [2]. В этих исследованиях 
при помощи РНК-интерференции ингибировали экспрес-
сию гена Fas в гепатоцитах мыши in vivo. Ген кодирует ре-
цептор, участвующий в запуске апоптоза. РНК-дуплексы 
вводили внутривенно в дозе 2,0–2,5 мг/кг, о проникновении 
введенных РНК в клетки печени судили при помощи ме-
ченного флуорохромом Cy5 по 3’-концу олигонуклеотида.
Первым результативным препаратом на основе миРНК,

упакованных в липосому, принято считать миРНК к апо-
липопротеину В (APOB), которые вводили обезьянам 
внутривенно в дозе 1,0–2,5 мг/кг, после чего наблюдали 
снижение уровня экспрессии таргетного гена на 90 % [3]. 
Накопление APOB приводит к развитию атеросклероза. 
В качестве вектора использовали липосомы компании 
Alnylam Pharmaceuticals — iLNP, которые принято считать 
хорошими переносчиками миРНК в клетки. На основе этих 
же липосом был успешно опробован в клинике препарат 
для лечения амилоидной дистрофии ревусиран (revusiran), 
известный также как ALN-TTR01 [4]. Для лечения онколо-
гических больных с использованием подобной системы 
доставки миРНК был создан препарат на основе миРНК 
к генам VEGF и KSP для лечения метастазов различного 
происхождения в печени [5], а также препарат для борь-
бы с вирусом Эбола [6]. Сведения о распределении этих 
комплексов между тканями и органами реципиентов огра-
ничены и получены при помощи флуоресцентных меток [7].
В настоящее время предпринимаются многочисленные 

попытки найти другие эффективные способы доставки 
миРНК в клетки in vivo [8]. Среди них в качестве потен-
циальных векторов по переносу миРНК в клетки рассмат-
риваются липосомы на основе катионных амфифилов 
[9, 10]. Возможность их использования в экспериментах 
in vivo была недавно показана в экспериментах по инак-
тивации экспрессии гена Bid (BH3-взаимодействующий 
агонист домена смерти) комплексом миРНК с коммерчес-
ким препаратом Invivofectamine (Thermo Fisher Scientific, 
США). Препарат вводили внутривенно мышам в дозе 
0,5–4,0 мг/кг, эффективность интерференции анализиро-
вали в ткани печени [11]. Анализ распределения препарата 
в организме не проводили. Вместе с тем такая информа-
ция необходима для понимания накопления препарата в 
органе таргетного воздействия. Кроме того, от особенно-
стей распределения препарата в органах и тканях может 
зависеть характер побочных эффектов.
Цель нашего исследования — оценить распределе-

ние миРНК к гену LIVIN, вводимых внутривенно мышам 
при помощи катионных липосом, состоящих из катионно-
го липида 1,26-бис(холест-5-ен-3β-илоксикарбонилами-
но)-7,11,16,20-тетраазагексакозан тетрагидрохлорида и 
нейтрального липида 1,2-диолеоил-sn-глицеро-3-фосфо-
этаноламина, с использованием недавно предложенного 
подхода на основе количественной полимеразной цепной 
реакции. Ген LIVIN является одним из генов-ингибиторов 
апоптоза. Он часто повышенно экспрессируется в злока-
чественных опухолях и рассматривается в качестве перс-
пективной мишени для таргетной терапии с помощью 
миРНК [12]. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Лабораторные животные

Все эксперименты на животных проводили в строгом 
соответствии с требованиями национального стандарта 
Российской Федерации «Принципы надлежащей лабо-
раторной практики» (ГОСТ 53434-2009, 2010 г.) и Прика-
за Минздравсоцразвития России № 708н от 13 октября 
2010 г. «Об утверждении Правил лабораторной практики». 
Исследование одобрено локальным этическим комитетом 
Медико-генетического научного центра (протокол № 8 от 
23.12.2016). В исследовании использовали 18 здоровых 
мышей — самцов линии Balb/c, полученных из разведе-
ния в Российском онкологическом научном центре имени 
Н. Н. Блохина, с массой тела 21–22 г. Мышей содержали 
в стандартных условиях со свободным доступом к корму 
и воде. Перед началом эксперимента все мыши прошли 
ветеринарное освидетельствование и были здоровы.
Животные были рандомизированы на 3 группы: группа 

1 (контрольная группа) получала внутривенно физиологи-
ческий раствор хлористого натрия по 0,5 мл; группа 2 —
внутривенно субстанцию на основе миРНК к гену LIVIN 
в дозе 2,5 мг/кг; группа 3 — внутривенно субстанцию на 
основе миРНК к гену LIVIN в дозе 7,5 мг/кг. Перед нача-
лом эксперимента все мыши были помечены, взвешены и 
рассажены по клеткам по 6 мышей в каждую. Забор ги-
стологического материала для проведения биохимичес-
кого исследования осуществляли через 48 и 96 ч после 
внутривенного введения. Забой животных осуществляли 
в строгом соответствии с существующими требованиями. 
От каждой особи были получены образцы тканей легко-
го, печени, селезенки, почки и головного мозга, которые 
немедленно заморозили в жидком азоте и хранили до ис-
пользования при –70 °С.

Определение экзогенных миРНК в тканях

Количество экзогенных миРНК в образцах тканей оцени-
вали при помощи количественной полимеразной цепной 
реакции (ПЦР) согласно рекомендациям Liu и соавт. [13]. 
Пробу к экзогенной миРНК гена LIVIN подбирали при помо-
щи коммерческого пакета программ Custom TaqMan Small 
RNA Assays Design and Ordering Guide (Applied Biosystems, 
США) в строгом соответствии с рекомендациями произ-
водителя. Фракцию нуклеиновых кислот выделяли из го-
могенизированных в жидком азоте образцов тканей об-
щепринятым методом с использованием протеиназы К и 
фенол-хлороформной экстракции. Обратную транскрип-
цию и количественную ПЦР проводили с использованием 
коммерческого набора реагентов для исследования малых 
РНК Custom TaqMan Small RNA Assays (Applied Biosystems) 
согласно рекомендациям производителя. Каждую пробу 
анализировали в трех повторностях. О концентрации дуп-
лексов в образце судили по значению порогового цикла 
реакции Ct, threshold cycle, который соответствует момен-
ту реакции в образце, при котором флуоресцентный сиг-
нал достигает одинаковой пороговой величины для всех 
образцов данной серии. Сбор и обработку данных осу-
ществляли при помощи коммерческого пакета программ 
Applied Biosystems StepOne and StepOnePlus Real-Time 
PCR Systems. Нормирование сигнала в каждом анали-
зируемом образце проводили с использованием малой 
ядерной РНК snoRNA202 согласно рекомендациям Wong 
и соавт. [14]. Относительное содержание дуплексов в 
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анализируемых образцах определяли при помощи про-
граммного обеспечения DataAssist v3.0 Software (Applied 
Biosystems) [15]. Образцом сравнения (калибратором) слу-
жил нулевой образец, полученный из той же ткани от мы-
шей контрольной группы.

Получение инъекционной лекарственной формы

Инъекционную лекарственную форму получали в лабо-
раторных условиях в соответствии с существующими 
нормативными требованиями. Катионные липосомы для 
проведения исследования описаны в работе Маслова и 
соавт. [10]. Интерферирующие РНК к гену LIVIN для за-
грузки липосом (дуплексы) получали в результате отжи-
га двух комплементарных олигонуклеотидов так, как это 
было описано ранее [12]. Комплексы катионных липосом с 
нуклеиновыми кислотами получали в стерильной воде. На 
завершающем этапе к загруженным липосомам добавля-
ли хлорид натрия до конечной концентрации 0,9 %, смесь 
фильтровали (размер пор фильтра — 10 мкм) и использо-
вали в эксперименте. Конечная концентрация дуплекса в 
инъекционной форме составляла 0,125 мкг/мл. Минималь-
ная инъекционная доза in vivo была определена на основе 
существующих рекомендаций для подобного коммерче-
ского препарата Invivofectamine.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

В серии предварительных экспериментов in vitro показано, 
что миРНК, трансфицированные с помощью катионных 
липосом в клетки, медленно элиминируются, что позво-
ляет детектировать их в составе выделенной из культуры 
клеток фракции нуклеиновых кислот в течение, по крайней 
мере, первых 3 сут. после трансфекции (данные не опубли-
кованы). На основании этих наблюдений был определен 
временной интервал забора материала в экспериментах 
in vivo. Пробы тканей отбирали через 48 и 96 ч после вну-
тривенного введения миРНК.
В ходе исследования было установлено, что в экспери-

ментальных группах животных, получавших внутривенно 
субстанцию на основе миРНК к гену LIVIN в дозах 2,5 мг/кг 
и 7,5 мг/кг, видимых проявлений токсичности не наблюда-
ется. Анализ массы тела мышей и массы извлеченных ор-
ганов в экспериментальных группах значимых отклонений 
от физиологической нормы не выявил. Полученные значе-
ния не отличались от значений, наблюдаемых в контроль-
ной группе животных.

Серия подготовительных экспериментов была прове-
дена перед началом биохимической части исследования. 
В частности, был определен нижний порог детекции для 
разработанной нами пробы. Для этого с использованием 
нулевого образца была построена 5-уровневая калиб-
ровочная кривая в диапазоне концентраций дуплекса 
(миРНК) от 23,04 пг/мл до 230 нг/мл, что позволило опре-
делить нижний предел концентрации миРНК в образце 
определяемой при помощи ПЦР в режиме «реального 
времени» с реакцией обратной транскрипции. В наших 
экспериментах нижний порог детекции составил 3–5 пг на 
реакцию, что позволило перейти к анализу распределения 
введенной внутривенно миРНК.

 Результаты анализа представлены на рисунке. Полу-
ченные данные показали, что распределение введенных 
внутривенно миРНК между органами животных имеет ха-
рактерный вид. Максимальное значение уровня накопле-
ния зафиксировано для ткани печени, минимальное — для 
ткани мозга.
Обнаружено, что аккумуляция введенных миРНК в те-

чение первых 2 сут. находится в зависимости от дозы вве-
денного препарата в тканях печени, почки и мозга. Этот 
эффект не наблюдается для тканей легкого и селезенки.
С течением времени в тканях легкого, почки и моз-

га происходит постепенное снижение концентрации 
миРНК. В тканях печени и селезенки обнаружен обратный 
процесс: введенные миРНК накапливаются в тканях этих 
органов в течение первых 4 сут. Для ответа на вопрос, эли-
минируются ли миРНК в дальнейшем, был проведен до-
полнительный эксперимент, в котором образцы тканей ор-
ганов забирали через 12 дней после введения препарата 
в тех же дозах. Остаточных количеств препарата в тканях 
печени, почки, легкого и мозга обнаружено не было, что 
позволяет говорить об ограниченном во времени характе-
ре обнаруженного эффекта.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Информация о распределении по органам миРНК, разра-
батываемым в терапевтических целях, включая терапию 
злокачественных опухолей, имеет существенное значение. 
Опухоли в органе, накапливающем миРНК, будут в боль-
шей степени подвергаться лечебному воздействию. Обна-
руженная в настоящем исследовании преимущественная 
аккумуляция миРНК в тканях печени предполагает, что 
раковые опухоли в этом органе будут преимущественной 
мишенью препаратов на основе РНК-интерференции. Как 

Накопление миРНК в органах после внутривенного введения. Статистически значимые различия по отношению к контрольной группе получены для тканей 
печени, селезенки, почки и легкого (р < 0,05). (А) Инъекционная доза 2,5 мг/кг. (Б) инъекционная доза 7,5 мг/кг
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следует из впервые полученных нами данных, накопление 
миРНК в печени при внутривенном введении препара-
та пропорционально введенной дозе и продолжается, по 
крайней мере, в течение 4 сут.
Наблюдаемая в нашем исследовании общая карти-

на распределения соответствует известным сведениям о 
распределении миРНК по органам, полученным при помо-
щи флуоресцентных меток [7]. В то же время проведенный 
нами анализ дозовых и временных зависимостей позво-
лил получить новую информацию, имеющую существен-
ное значение. В частности, повышение дозы приводит к 
кратному увеличению миРНК в почке. Этот эффект наблю-
дается в течение 2 сут., после чего концентрация миРНК 
снижается. Полученные данные важны для разработки 
способа терапии на основе миРНК, в частности, противо-
опухолевой, в тканях почки. Аналогичные зависимости, 
хотя и менее выраженные, наблюдаются в ткани мозга. 
Интересно, что повышение введенной дозы не оказыва-
ет влияния на концентрацию миРНК в тканях легкого и 
селезенки.
Полученные нами данные о зависимости уровня на-

копления миРНК от дозы и времени имеют прямое отно-
шение к разработке потенциальных схем лечения. Впер-
вые обнаруженный нами временной эффект накопления 
миРНК в тканях печени и селезенки не был замечен ра-
нее для препаратов на основе РНК-интерференции и не 
учитывался при разработке существующих схем лечения.
Анализ динамики накопления миРНК в зависимости от 

дозы показал, что ткани почки особенно восприимчивы к 
повышению концентрации в крови препаратов на основе 
миРНК и катионных липосом. Это предполагает, что при 
разработке способа таргетного воздействия с помощью 
РНК-интерференции на клетки, например карциномы поч-
ки, дозу вводимых миРНК-липосомальных комплексов же-
лательно увеличить, что должно способствовать усилению 
эффекта.
Получение данных обеспечила разработка метода 

определения миРНК, аккумулированных в тканях органов, 
на основе количественной ПЦР в режиме «реального вре-
мени». В отличие от подходов на основе флуоресцентных 
меток [2, 7] этот метод позволяет детектировать только 

те миРНК, которые сохранили свою первичную структу-
ру, обеспечивающую интерферирующую функцию [13]. То 
есть измеряются функционально способные миРНК, ин-
формация о которых необходима при проведении докли-
нических и клинических исследований.
При разработке способов терапии полученные дозовые 

и временные зависимости создают основу для определе-
ния оптимальных условий, обеспечивающих эффективную 
доставку миРНК в орган-мишень и, с другой стороны, ми-
нимизирующих накопление препарата в других органах.
В качестве тестируемой РНК-компоненты инъекцион-

ного препарата использовали миРНК к гену LIVIN, хорошо 
зарекомендовавшую себя в наших предыдущих исследо-
ваниях in vitro и представляющую интерес для последую-
щего терапевтического использования [12]. Отсутствие ви-
димых проявлений токсических эффектов в наших опытах 
хорошо согласуется с известными данными [2, 3, 7, 11]. 
Опробованные в опытах на животных дозы 2,5 и 7,5 мг/кг
хорошо укладываются в существующий в настоящее вре-
мя диапазон доз для большинства препаратов на основе 
миРНК. Использованное нами однократное введение не 
привело к каким-либо заметным патологическим изме-
нениям внутренних органов или отклонений в поведении 
животных.

ВЫВОДЫ

Представленные в нашем исследовании результаты ана-
лиза дозовых и временных зависимостей распределения 
миРНК между органами после внутривенного введения 
позволяют заключить, что органом, наиболее восприимчи-
вым к действию препаратов на основе РНК-интерферен-
ции, является печень. Накопление миРНК в этом органе 
носит зависимый от времени и дозы характер. Анализ ак-
кумуляция миРНК другими органами показал, что повыше-
ние дозы приводит к кратному увеличению миРНК в тканях 
почки и мозга в течение 48 ч с последующим снижением 
их концентрации к 96 ч. В целом распределение миРНК 
между органами носит неравномерный характер, что не-
обходимо учитывать при разработке новых таргетных пре-
паратов на основе РНК-интерференции. 
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