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Аннотация

Цели. Оценка влияния подавления экспрессии клеточных генов FLT4, Nup98 и Nup205 на 
динамику репродукции вируса гриппа А в культуре легочных клеток человека А549.
Методы. Работа выполнена с использованием оборудования центра коллективного поль-
зования Научно-исследовательского института вакцин и сывороток им И.И. Мечникова 
(Россия). Вируссодержащую жидкость отбирали в течение трех дней с момента транс-
фекции и заражения и оценивали интенсивность вирусной репродукции методами ти-
трования по цитопатическому действию и в реакции гемагглютинации. Концентрацию 
вирусной РНК определяли методом полимеразной цепной реакции (ПЦР) в реальном вре-
мени с обратной транскрипцией (ОТ-ПЦР-РВ). Для вычисления статистически значимых 
различий между группами использовали непараметрический критерий Манна–Уитни. 
Результаты. В клетках, обработанных малыми интерферирующими РНК (миРНК) к ге-
нам FLT4, Nup98 и Nup205, отмечалось достоверное подавление экспрессии целевых генов 
и показателей вирусной репродукции (титр вируса, гемагглютинирующая активность, 
концентрация вирусной РНК) при коэффициенте множественности заражения, равном 
0.1. Дополнительно было установлено, что подавление экспрессии целевых генов с помощью 
миРНК не приводит к значительному снижению выживаемости клеток. Вирусный титр в 
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клетках, обработанных миРНК FLT4.2, Nup98.1 и Nup205, на первые сутки был меньше 
в среднем на 1.0 lg, а на вторые и третьи – на 2.2–2.3 lg, по сравнению с клетками, обра-
ботанными неспецифической миРНК. При проведении ОТ-ПЦР-РВ отмечено достоверное 
уменьшение концентрации вирусной РНК с миРНК Nup98.1 (до 190 раз) и Nup205 (до 30 раз) 
на первые сутки, в 26 и в 29 раз на вторые и в 6 и 30 раз на третьи сутки, соответствен-
но. Для миРНК FLT4.2 количество копий вирусной РНК уменьшилось в 23, 18 и 16 раз на 
первые, вторые и третьи сутки. Схожие результаты были получены при определении 
гемагглютинирующей активности вируса. Наиболее сильно, в 16 раз, гемагглютинирую-
щая активность на третьи сутки снизилась в клетках, обработанных миРНК Nup205 и 
FLT4.2. В клетках, обработанных миРНК FLT4.1, Nup98.1 и Nup98.2, гемагглютинирую-
щая активность уменьшилась в 8 раз.
Выводы. В ходе исследования были выявлены три клеточных гена (FLT4, Nup98 и Nup205), 
подавление экспрессии которых позволяет эффективно уменьшить вирусную репродук-
цию, а также получены оригинальные последовательности миРНК. Полученные резуль-
таты имеют важное значение для создания терапевтических и профилактических пре-
паратов, чье действие основано на механизме РНК-интерференции.

Ключевые слова: вирус гриппа А, РНК-интерференция, ген, матричная РНК, малые ин-
терферирующие РНК
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Abstract

Objectives. To evaluate the effect of cellular genes FLT4, Nup98, and Nup205 on the reproduction 
of the influenza A virus in A549 human lung cancer cell line.
Methods. The work was carried out using the equipment of the center for collective use of the 
I.I. Mechnikov Research Institute of Vaccines and Sera (Russia). The virus-containing fluid was 
collected within three days from the moment of transfection and infection and the intensity of 
viral reproduction was assessed by viral titration and hemagglutination reaction. The viral RNA 
concentration was determined by real-time reverse-transcription polymerase chain reaction (RT-PCR). 
To calculate statistically significant differences between groups, the nonparametric Mann–Whitney 
test was used.
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Results. In cells treated with small interfering RNAs (siRNAs) targeted at FLT4, Nup98, and 
Nup205 genes, a significant decrease in their expression and indicators of viral reproduction 
(virus titer, hemagglutinating activity, viral RNA concentration) was observed at a multiplicity of 
infection (MOI) = 0.1. Additionally, it was found that a decrease in the expression of target genes 
using siRNA does not lead to a significant decrease in cell survival. The viral titer in cells treated 
with siRNA FLT4.2, Nup98.1, and Nup205 on the first day was lower by an average of 1.0 lg, 
and on the second and third days, by 2.2–2.3 lg, compared to cells treated with nonspecific 
siRNA. During real-time RT-PCR, a significant decrease in the concentration of viral RNA was 
observed with siRNA Nup98.1 (up to 190 times) and Nup205 (up to 30 times) on the first day, 26 
and 29 times on the second day, and 6 and 30 times on the third day, respectively. For FLT4.2 
siRNA, the number of viral RNA copies decreased by 23, 18, and 16 times on the first, second, 
and third days. Similar results were obtained when determining the hemagglutinating activity of 
the virus. The hemagglutinating activity on the third day most strongly decreased in cells treated 
with siRNA Nup205 and FLT4.2 (16 times). In cells treated with siRNA FLT4.1, Nup98.1, and 
Nup98.2, hemagglutinating activity decreased by 8 times.
Conclusions. In the present study, three cellular genes (FLT4, Nup98, and Nup205) were 
identified—the decrease in the expression of which effectively suppresses viral reproduction—
and the original siRNA sequences were obtained. The results obtained are important for creating 
therapeutic and prophylactic medication, whose action is based on the RNA interference 
mechanism.
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ВВЕДЕНИЕ

Гриппозная инфекция является одной из наи-
более значимых проблем на сегодняшний день в 
мировом здравоохранении. По оценке ВОЗ еже-
годно регистрируется до 1 миллиарда новых слу-
чаев гриппа, до 3–5 миллионов случаев тяжелых 
заболеваний и до 500 000 смертей во всем мире 
[1]. Особую клиническую значимость представ-
ляют вирусы гриппа рода Alphainfluenzavirus 
(Influenza A virus, вирус гриппа А (ВГА)), имею-
щие высокую эпидемиологическую значимость 
и способные вызывать пандемии [2]. Помимо по-
ражения дыхательной системы, грипп способен 
вызвать осложнения в работе таких систем, как 
сердечно-сосудистая, центральная нервная и мо-
чеполовая [3–7]. Не является так же исключением 
риск развития бактериальных и грибковых пост-
гриппозных осложнений [8–10]. 

Несмотря на имеющиеся в настоящее время 
специфические противогриппозные препараты, 
их использование зачастую не оправдывает себя, 
поскольку ежегодно выявляются новые вирусные 

штаммы, имеющие резистентность к этим препа-
ратам. [11, 12]. Также остро стоит проблема при-
менения противогриппозных вакцин, поскольку 
ежегодно приходится создавать вакцины, адапти-
рованные к новым штаммам вируса гриппа, а ра-
боты над созданием универсальной вакцины на 
сегодняшний день далеки от завершения [13–15]. 
Помимо этого, вакцинопрофилактика гриппа яв-
ляется затруднительной для людей, страдающих 
аллергией на куриные яйца [16].

На сегодняшний день для лечения гриппа при-
меняется ряд этиотропных, симптоматических и 
специфических препаратов. В настоящее время 
многие штаммы вируса гриппа имеют 95% рези-
стентность к производным адамантанового ряда 
[17]. Также известно, что некоторые циркулирую-
щие штаммы резистентны к ингибиторам слияния 
(Умифеновир) [18]. В разные эпидемические сезо-
ны чувствительность штаммов вирусов гриппа А и 
В сильно различалась по отношению к ингибито-
рам нейраминидазы. В 2008–2009 гг. все циркули-
рующие вирусы гриппа А (H1N1) были устойчивы 
к озельтамивиру, однако в 2018 г. циркулирующие 
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вирусы гриппа A H1N1 были полностью воспри-
имчивы к озельтамивиру, перамивиру и занами-
виру [19–21]. Таким образом, несмотря на широ-
кую осведомленность о молекулярной биологии, 
структурной организации и патогенезе вируса 
гриппа, по-настоящему эффективных средств те-
рапии и профилактики гриппозной инфекции не 
существует [11, 12]. 

РНК-интерференция (РНКи) – последователь-
ность регуляторных реакций в клетках эукариот, 
вызванных экзогенной двухцепочечной молеку-
лой РНК [22]. РНКи была открыта Э. Файром и 
К. Меллом в 1998 г. у нематоды Caenorhabditis 
elegans. Ими было выдвинуто несколько положе-
ний о свойствах РНКи: при ней деградирует ма-
тричная РНК (мРНК); эффективность двухцепо-
чечной РНК (дцРНК), определяющей узнавание 
комплементарного участка мРНК-мишени, выше, 
чем одноцепочечной РНК (оцРНК); для подавле-
ния экспрессии гена необходим короткий фраг-
мент дцРНК [23].

Механизм РНКи состоит в разрезании экзо-
генной двухцепочечной РНК на небольшие по-
следовательности, размер которых составляет от 
21 до 25 пар нуклеотидов, являющихся малыми 
интерферирующими РНК (миРНК). Такой раз-
мер миРНК обусловлен тем, что при их большем 
размере высок риск выработки интерферонов. 
После образования миРНК происходит ее связы-
вание с комплексом RISC (RNA Induced Silencing 
Complex), состоящим из трех белков: AGO2, PACT 
и TRBP. Образовавшийся комплекс распознает и 
расщепляет мРНК-мишень [24–26].

На данный момент известен ряд противовирус-
ных препаратов, основанных на механизме РНКи и 
находящихся на разных стадиях клинических ис-
пытаний. Положительные результаты испытаний 
показали такие препараты как Miravirsen (Santaris 
Pharma) (терапия гепатита С), ALN-RSV01 (Alnylam 
Pharmaceuticals) (терапия респираторно-синцити-
ально вирусной инфекции), pHIV7-shITAR-CCR5RZ 
(City of Hope Medical Center) (терапия ВИЧ-инфек-
ции) [27, 28]. Так же одобрение на клиническое 
использование получили препараты Patisiran и 
Givosiran (Alnylam Pharmaceuticals), применяемые 
для лечения амилоидной полинейропатии и острой 
печеночной порфирии, соответственно1 [29].

Следует отметить, что важным фактором, сни-
жающим эффективность РНКи, может являться 
формирование резистентности вирусов к действию 

миРНК, направленных к вирусным генам [30]. С точ-
ки зрения преодоления лекарственной устойчивости 
вируса гриппа большого внимания заслуживает по-
иск миРНК, обладающих противовирусной актив-
ностью и направленных к факторам клетки-хозяина, 
которые необходимы для репродукции вируса. 

В настоящем исследовании показано, что ис-
пользование миРНК, направленных к клеточному 
гену FLT4 и к клеточным генам Nup98 и Nup205, 
способно ингибировать репродукцию вируса грип-
па А в культуре клеток легких. При этом клеточный 
ген FLT4 играет важную роль в процессе эндоцитоза 
вируса гриппа. А клеточные гены Nup98 и Nup205 
кодируют белки ядерно-порового комплекса, уча-
ствующего в импорте и экспорте сегментов вирусной 
РНК в полость ядра.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Выбор целевых генов для подавления 
вирусной репродукции

Гены, кодирующие факторы, необходимые для 
вирусной репродукции, рассматривались по сле-
дующим критериям: идентификация в качестве 
потенциально успешной мишени для использова-
ния миРНК в исследованиях, посвященных миРНК 
скринингу; эффективное применение в ранних не-
зависимых исследованиях; низкий цитопатический 
эффект от временного подавления экспрессии целе-
вых генов [26–28].

миРНК
Подбор миРНК осуществляли с помощью интер-

нет-ресурса siDirect v. 2.02. Олигорибонуклеотиды 
(«Синтол», Россия) разводили водой до концентра-
ции 100 пмоль/мкл. Далее комплементарные олиго-
рибонуклеотиды смешивали, инкубировали в термо-
стате при 60 ℃ в течение 1 мин, затем охлаждали 
до комнатной температуры. Готовые РНК-дуплексы 
хранили при температуре −80 ℃. Все работы с го-
товыми дуплексами проводились с использованием 
штатива-охладителя. Последовательности используе-
мых миРНК представлены в табл. 1. В качестве не-
специфического контроля использовалась миРНК L2, 
специфичная к гену светляковой люциферазы и не 
влияющая на жизненный цикл клеток А549.
Оценка подавления экспрессии клеточных генов

Уровень экспрессии целевых генов определяли 
после трансфекции миРНК. Через 24 ч после транс-
фекции клетки обрабатывали лизирующим раствором 
и затем с помощью набора «МагноСорб» («Интер-
лабсервис», Россия) выделяли клеточную РНК. Для 
постановки реакции обратной транскрипции приме-
няли набор реагентов «ОТ-1» («Синтол»). Изменение 

1 Multi-Discipline Review. Center for Drug Evaluation and 
Research. Appl. No. 212194Orig1s000. 167 р. URL: https://
www.accessdata.fda.gov/drugsatfda_docs/nda/2019/212194O
rig1s000MultidisciplineR.pdf (Дата обращения 24.08.2021 / 
Accessed August 24, 2021).

2 http://sidirect2.rnai.jp/ (Дата обращения 14.02.2021 / Accessed 
February 02, 2021).

https://www.accessdata.fda.gov/drugsatfda_docs/nda/2019/212194Orig1s000MultidisciplineR.pdf
https://www.accessdata.fda.gov/drugsatfda_docs/nda/2019/212194Orig1s000MultidisciplineR.pdf
https://www.accessdata.fda.gov/drugsatfda_docs/nda/2019/212194Orig1s000MultidisciplineR.pdf
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динамики экспрессии генов контролировали с по-
мощью количественной ПЦР в реальном времени 
(ПЦР-РВ) с набором праймеров к генам FLT4, Nup98, 
Nup205 и GAPDH [32]. Для оценки влияния миРНК 
на целевые гены проводился расчет относительного 
уровня экспрессии генов FLT4, Nup98 и Nup205 по 
стандартной 2-∆∆CT методике3.  Для каждой миРНК были 
синтезированы праймеры, направленные к участкам 
генов, подверженным воздействию миРНК. Прайме-
ры подобраны с помощью сайта компании Integrated 
DNA Technologies4 и синтезированы фирмой «Синтол».

Вирус
В работе использован вирус гриппа А/WSN/33 

(H1N1) (St. Jude Children’s Research Hospital, США). 
Культивирование и определение титра вируса прово-
дилось на культуре клеток почек собак (англ. Madin-
Darby Canine Kidney (MDCK)). 

Культуры клеток
В работе использовались клетки почек ко-

кер-спаниеля MDCK (Institut Pasteur, France) и 
клетки аденокарциномы человеческого легкого 
A549 (ATCC® CCL-185, USA). Клетки MDCK вы-
ращивали в минимальной основной среде (англ. 
Minimum Essential Medium (MEM)), («ПанЭко», 
Россия), содержащей 5% эмбриональной сыво-
ротки коров (ЭСК) Gibco (Thermo Fisher Scientific, 
США), 40 мкг/мл гентамицина («ПанЭко»), и 
300 мкг/мл L-глутамина («ПанЭко») при 37 ℃ в 
CO2-инкубаторе. Клетки А549 выращивали в мо-
дифицированной по способу Дульбекко среде 
Игла (англ. Dulbecco’s modified Eagles medium 

Таблица 1. Последовательности миРНК
Table 1. siRNA sequences

миРНК / siRNA Последовательность / Sequence

FLT4.1 AAUGACAUCUGAAUCUCAGdGdG
CUGAGAUUCAGAUGUCAUUdTdA

FLT4.2 UGAAGUUCUGUUGAAAAAGdAdC
CUUUUUCAACAGAACUUCAdCdA

Nup98.1 AGUCUUUGUUUCAGAAAGCdGdC
GCUUUCUGAAACAAAGACUdCdA

Nup98.2 UCCAAAUGUUGAAGUUGUGdCdC
CACAACUUCAACAUUUGGAdCdA

Nup205 UCAAAAUCUUAUCAAGAAGdGdT
CUUCUUGAUAAGAUUUUGAdAdG

L2 (неспецифическая миРНК)
L2 (nonspecific siRNA)

UUUCCGUCAUCGUCUUUCCdTdT
GGAAAGACGAUGACGGAAAdTdT

3 Bradburn S. How to Perform the Delta-Delta Ct Method. 
URL: https://toptipbio.com/delta-delta-ct-pcr/ (Дата обраще-
ния 27.08.2021 / Accessed August 27, 2021).
4 https://eu.idtdna.com/ (Дата обращения 02.03.2021 / 
Accessed March 02, 2021).

(DMEM)) («ПанЭко»), содержащей 5% ЭСК (Gibco), 
40 мкг/мл гентамицина («ПанЭко») и 300 мкг/мл 
L-глутамина («ПанЭко») при 37 ℃ в CO2-инкубаторе.

МТТ-тест
Выживаемость клеток А549, обработанных 

миРНК, оценивали с помощью теста МТТ (метил-
тиазолилтетразолий бромид). На первые, вторые и 
третьи сутки после трансфекции в лунки с клетка-
ми 96-луночного планшета добавляли по 20 мкл 
раствора МТТ, 5 мг/мл («ПанЭко») и инкубирова-
ли при 37 ℃ в атмосфере 5% CO2 в течение 2 ч. 
Далее культуральную жидкость отбирали и добав-
ляли в каждую лунку по 100 мкл диметилсульфок-
сида (Sigma-Aldrich, кат.номер D4540-1L). С по-
мощью планшетного спектрофотометра Varioscan 
(Thermo Fisher Scientific, США) определяли опти-
ческую плотность лунок при 530 нм с учетом фо-
новых значений при 620 нм. 

Трансфекция клеток миРНК с последующим 
заражением

Для трансфекции миРНК клетки А549 высева-
ли на 12-луночные планшеты в посевной концентра-
ции 1 × 105 клеток/мл. После образования 80% кле-
точного монослоя клетки промывались раствором 
фосфатно-солевого буфера в бессывороточной сре-
де Opti-MEM (Thermo Fisher Scientific). Далее смесь 
24 мкл Lipofectamin 2000 (Thermo Fisher Scientific) и 
600 мкл Opti-MEM (Thermo Fisher Scientific) добав-
ляли к раствору миРНК в среде Opti-MEM и ин-
кубировали при комнатной температуре в течение 
20 мин. Концентрация миРНК, необходимая для 
нокдауна генов, составила 40 пмоль/мкл на лун-
ку. После инкубации комплексы добавляли к клет-
кам. В  качестве неспецифического контроля была 
использована миРНК L2. Затем клетки инкуби-
ровали при 37 ℃ в CO2-инкубаторе. Спустя 4 ч 

https://toptipbio.com/delta-delta-ct-pcr/
https://eu.idtdna.com/
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культуральную среду удаляли из всех лунок, кро-
ме отрицательного контроля, и добавляли по 1 мл 
вируссодержащей жидкости с коэффициентом 
множественности заражения (англ. Multiplicity of 
Infection (MOI)), равном 0.1, состоящей из среды 
DMEM, 0.001% ингибитора химотрипсина (англ. 
Tosyl phenylalanyl chloromethyl ketone (TPCK)) 
(Sigma-Aldrich, Германия), 40 мкг/мл гентамици-
на. После этого клетки вновь помещали в CO2-ин-
кубатор. В течение трех последующих суток от-
бирались образцы супернатанта для последующей 
постановки реакции гемагглютинации, титрова-
ния и проведения ПЦР с обратной транскрипцией.

Выделение вирусной РНК 
Вирусную РНК (вРНК) выделяли из ото-

бранных супернатантов набором High Pure RNA 
Isolation Kit (Roche, Германия). Для постановки 
реакции обратной транскрипции применяли набор 
реагентов «ОТ-1» («Синтол», Россия). Изменение 
концентрации вирусной РНК в культуральной 
жидкости контролировали с помощью количе-
ственной ПЦР в реальном времени с обратной 
транскрипцией (ОТ-ПЦР-РВ) с набором праймеров 
и зондов к М-гену ВГА [33]. Для ПЦР-РВ исполь-
зовали набор реагентов для проведения ПЦР-РВ в 
присутствии красителя EVA Green и референтного 

5 МУ 3.3.2.1758–03 Методы определения показателей качества иммунобиологических препаратов для профилактики и 
диагностики гриппа. URL: https://www.rospotrebnadzor.ru/documents/details.php?ELEMENT_ID=4727 (Дата обращения 
27.08.2021) [MU 3.3.2.1758–03 Methods for determining the quality indicators of immunobiological drugs for the prevention and 
diagnosis of influenza. https://www.rospotrebnadzor.ru/documents/details.php?ELEMENT_ID=4727 (Accessed August 27,2021).]

Таблица 2. Праймеры для выявления в ОТ-ПЦР-РВ M-гена ВГА 
Table 2. Primers for real-time RT-PCR for the IAV M-gene

Праймер / Primer Последовательность / Sequence

FLT4.1F AAUGACAUCUGAAUCUCAGdGdG

FLT4.1R CUGAGAUUCAGAUGUCAUUdTdA

FLT4.2F UGAAGUUCUGUUGAAAAAGdAdC

FLT4.2R CUUUUUCAACAGAACUUCAdCdA

Nup98.1F UGAGUAUGUUAGACUAUUGdAdT

Nup98.1R CAAUAGUCUAACAUACUCAdCdC 

Nup98.2F AUUAAGGUUCUUCAAAACCdAdA

Nup98.2R GGUUUUGAAGAACCUUAAUdAdA

Nup205F UUAUUCACAUCAAUCUGUGdAdC

Nup205R CACAGAUUGAUGUGAAUAAdTdG

IAV M F: GGAATGGCTAAAGACAAGACCAAT 

IAV M R: GGGCATTTTGGACAAAGCGTCTAC

IAV M Pr: FAM AGTCCTCGCTCACTGGGCACGGTG-BHQ1

GAPDH F AGCCACATCGCTCAGACAC

GAPDH R GCCCAATACG ACCAAATCC

красителя ROX («Синтол») и 2.5-кратную реакци-
онную смесь для проведения ПЦР-РВ («Синтол»). 
Рабочая концентрация праймеров и зондов соста-
вила 10 пмоль/мкл и 5 пмоль/мкл, соответственно. 
Реакция ПЦР-РВ проводилась в амплификаторе 
ДТ-96 («ДНК-технология», Россия). Темпера-
турно-временной режим составил 95 ℃ — 5 мин 
(1 цикл); 62 ℃ — 40 с, 95 ℃ — 15 с (40 циклов). В 
табл. 2 представлены праймеры и зонды, синтези-
рованые фирмой «Синтол».
Определение гемагглютинирующего титра ВГА

В каждую лунку 96-луночного круглодонного 
планшета вносили физиологический раствор в объе-
ме 50 мкл. Затем в лунки вносили по 50 мкл образцов 
и делали последующие 2-кратные разведения. После 
этого в лунки вносили по 50 мкл 0.5% эритроцитар-
ной смеси и оставляли при комнатной температуре 
на 40 мин. Вирусный титр выражался в агглютини-
рующих единицах.5 

Титрование вируса по конечной точке 
цитопатогенного действия

Вирусный титр определялся по крайней точ-
ке визуального проявления цитопатического эф-
фекта в культуре клеток MDCK. Клетки MDCK 
сеяли в 96-луночные планшеты с посевной кон-
центрацией 1 × 104 клеток/мл. Через двое суток 

https://www.rospotrebnadzor.ru/documents/details.php?ELEMENT_ID=4727
https://www.rospotrebnadzor.ru/documents/details.php?ELEMENT_ID=4727
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Рис. 1. Влияние миРНК на экспрессию генов FLT4, 
Nup98 и Nup205.

Fig. 1. Influence of siRNA on the expression 
of genes FLT4, Nup98, and Nup205.

6 https://www.psychol-ok.ru/statistics/mann-whitney/ (Дата об-
ращения 05.08.2021 / Accessed August 05, 2021).
7 Bradburn S. How to Perform the Delta-Delta Ct Method. 
URL: https://toptipbio.com/delta-delta-ct-pcr/ (Дата обраще-
ния 27.08.2021 / Accessed August 27, 2021).

питательную среду удаляли из лунок, проводили 
10-кратные последовательные разведения ви-
русного материала в поддерживающей среде без 
трипсина и инкубировали на протяжении четырех 
суток в СО2-инкубаторе при 37 ℃. По истечении 
четырех суток результаты титрования изучали ви-
зуально под микроскопом и анализировали на на-
личие специфического цитопатического эффекта 
для вируса гриппа (изменение, деформация, от-
крепление мертвых клеток со дна лунки). Вирус-
ный титр рассчитывался по методу, описанному в 
работе [34], и выражался как логарифм тканевых 
цитотоксических доз – ТЦД50/мл.

Статистическая обработка данных
Статистическую значимость полученных ре-

зультатов определяли с помощью критерия Ман-
на–Уитни. Разница считалась достоверной при 
0.01 ≤ p ≤ 0.05. Показатели достоверности рассчи-
тывались с использованием ресурса Psychol-ok6. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Обоснование выбора мишеней для миРНК
Три гена-мишени было отобрано для экспе-

риментов с миРНК. Продукты отобранных генов 
активно взаимодействуют с вирусом гриппа на 
нескольких этапах его репродукции. Ген FLT4 ко-
дирует экспрессию рецепторного белка эпидер-
мального фактора роста (англ. Epidermal Growth 
Factor (EGF)) рецептора тирозинкиназы. По дан-
ным Eierhoff, белок EGF принимает активное уча-
стие в процессе вирусного эндоцитоза [35]. Белки 
Nup98 и Nup205, кодируемые одноименными ге-
нами, обеспечивают импорт и экспорт вирусной 
мРНК из нуклеоплазмы [36, 37].

Нами была проверена способность полученных 
синтетических миРНК подавлять экспрессию их це-
левых генов. В среднем экспрессия гена снижалась 
на первые сутки для каждой из пяти миРНК более 
чем на 80% по отношению к клеткам, обработан-
ным неспецифической миРНК L2. На рис. 1 показа-
на эффективность нокдауна мРНК в клетках A549. 
Оценка подавления экспрессии генов проводилась с 
использованием 2-∆∆CT метода.7 

Влияние миРНК на выживаемость 
трансфицированных клеток

Выживаемость клеток А549, трансфицирован-
ных миРНК, оценивали в течение трех суток (табл. 3). 
По аналогии с работой Estrin [26] пороговое значе-
ние выживаемости было установлено на уровне 70%.

Через 24 ч жизнеспособность клеток, обрабо-
танных миРНК, практически не изменилась. На 
вторые сутки выживаемость клеток, обработан-
ных всеми миРНК, кроме Nup205 и нецелевой 
L2, снизилась на 14–21%. За 100% была принята 
выживаемость нетрансфицированных клеток. Все 
значения были нормализованы по отношению к 
средней оптической плотности нетрансфициро-
ванных клеток в каждый соответствующий вре-
менной интервал после трансфекции. Обработка 
клеток молекулами миРНК не приводила к сниже-
нию выживаемости клеток по сравнению с отри-
цательным контролем.

Влияние миРНК на гемагглютинирующую 
активность

В табл. 4 представлено изменение гемагглю-
тинирующего титра вируса гриппа на третьи сутки 
в реакции гемагглютинации (РГА). По результатам 
РГА гемагглютинирующая активность на третьи 
сутки снизилась в 16 раз в клетках, обработанных 
миРНК Nup205 и FLT4.2, а в клетках, обработан-
ных миРНК FLT4.1, Nup98.1 и Nup98.2, – в 8 раз.

Влияние миРНК на титр вируса
На следующем этапе проводилось определение 

изменения инфекционного титра вируса после воз-
действия миРНК на гены-мишени. В течение трех 
суток после трансфекции отбирали надосадочную жид-
кость и затем выполняли ее титрование на монослое кле-
ток MDCK в 96-луночных планшетах. Было установлено, 
что применение всех миРНК при MOI = 0.1 приводило к 
достоверному снижению вирусной репродукции по 
сравнению с миРНК L2. Как видно из рис. 1, в не-
трансфицированной культуре клеток титры виру-
са со временем увеличивались, достигая пиковых 
значений на 48-ой и 72-ой час. То же самое было 
отмечено и в клетках, трансфицированных неспе-
цифической миРНК L2. При подавлении экспрессии 

https://www.psychol-ok.ru/statistics/mann-whitney/
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гена FLT4 с использованием миРНК FLT4.1 титр 
вируса снизился примерно на 0.9–1.0 lg ТЦД50/мл по 
сравнению с контролем на первые, вторые и третьи 
сутки. При применении миРНК FLT4.2 на первые 
сутки снижение составило так же 1.0 lg ТЦД50/мл, 
однако на вторые и третьи отмечалось снижение на 
2.2 lg ТЦД50/мл по сравнению с контрольными группа-
ми. При трансфекции миРНК к гену Nup205 титр ви-
руса снизился на 1.0 lg ТЦД50/мл на первые сутки и 
на 2.3 lg ТЦД50/мл в последующие сутки относительно 
вирусного и неспецифического контроля. В клетках, 
обработанных Nup98.1 и Nup98.2, значимое сниже-
ние титра вируса при обработке миРНК Nup98.1 на 
2.3 lg ТЦД50/мл отмечалось на вторые сутки, а для 
Nup98.2 на 2.2 lg ТЦД50/мл на третьи сутки, соответ-
ственно, по отношению к контролям. Динамика из-
менения вирусного титра показана на рис. 2.

Влияние миРНК на концентрацию 
вирусной РНК

Влияние миРНК на концентрацию вирусной 
РНК отражено на рис. 3. При проведении ОТ-ПЦР-РВ 
отмечено снижение концентрации вирусной РНК с 
миРНК Nup98.1 (до 190 раз) и Nup205 (до 30 раз) на 
первые сутки. На вторые сутки отмечено снижение 

Таблица 3. Выживаемость клеток после трансфекции миРНК, %
Table 3. Cell survival after siRNA transfection in percentage, %

миРНК
siRNA

1-е сутки
1st day

2-е сутки
2nd day

3-и сутки
3rd day

FLT4.1 96 81 74

FLT4.2 94 80 81

Nup98.1 100 79 79

Nup98.2 97 86 87

Nup205 94 95 94

L2 94 99 99

K-(нетрансфиц.)
K-(untranslated) 100 100 100

Таблица 4. Вирусная репродукция на третьи сутки по данным РГА
Table 4. Viral reproduction on the 3rd day according to HA data

миРНК 
siRNA

Вирусная репродукция в РГА (log2)
Viral reproduction to HA (log2)

A/WSN/33 (MOI = 0.1)
FLT4.1 1:8
FLT4.2 1:4
Nup98.1 1:8
Nup98.2 1:8
Nup205 1:4
K-(L2) 1:64
K-IAV 1:64

концентрации вРНК для Nup205 в 29 раз и в 26 раз 
для Nup98.1. На третьи сутки снижение для миРНК 
Nup98.1 и Nup205 составило 6 и 30 раз, соответствен-
но. Для миРНК FLT4.2 концентрация вирусной РНК 
снижалась в 23, 18 и 16 раз на первые, вторые и тре-
тьи сутки, соответственно. Концентрация вирусной 
РНК при использовании миРНК FLT4.1 на первые, 
вторые и третьи сутки снижалась незначительно.

Грипп – острое инфекционное респираторное 
заболевание, причиной которого являются вирусы 
семейства Ortomyxoviridae. Заболевания, вызывае-
мые вирусом гриппа, представляют на сегодняшний 
день одну из наиболее первостепенных проблем 
для общемирового здравоохранения. Актуальность 
поиска новых противогриппозных препаратов обу-
словлена тем, что у вируса гриппа быстро выраба-
тывается резистентность к известным специфиче-
ским противогриппозным препаратам [38].

В настоящей работе проведена серия экспери-
ментов на клеточной культуре по оценке противо-
гриппозной активности малых интерферирую-
щих РНК, направленных к генам FLT4, Nup98 и 
Nup205. Была показана выраженная противови-
русная активность миРНК, направленных к мРНК 
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Рис. 2. Влияние миРНК, направленных к генам FLT4, Nup98 и Nup205 на репродукцию вируса гриппа (MOI = 0.1). 
(а) 1-е сутки после инфекции (п.и.), (б) 2-е сутки п.и., (в) 3-и сутки п.и.

Fig. 2. Effect of siRNAs directed to the FLT4, Nup98, and Nup205 genes on the reproduction of the influenza virus (MOI = 0.1). 
(а) 1st day post infection (p.i.), (b) 2nd day p.i., and (c) 3rd day p.i.

б

в

а

этих генов и получены данные о корреляции меж-
ду снижением экспрессии клеточных генов и сни-
жением вирусной репродукции, оцененной раз-
ными методами, которые согласовывались между 
собой (титрование вируса по цитопатогенному 
действию, ОТ-ПЦР-РВ, РГА). 

Важным фактором успешного применения миРНК 
является то, что нокдаун целевого гена не должен 
влиять на жизнедеятельность клеток. Направленные 
к генам FLT4, Nup98 и Nup205 миРНК не снижали 
жизнеспособность клеток ниже порогового уровня в 
70% по аналогии с работой [26]. 

Применение миРНК для подавления экспрессии 
клеточных генов с целью снижения вирусной репро-
дукции имеет преимущество над миРНК, направлен-
ными на вирусный геном. Это обусловлено высокой 
склонностью вирусов гриппа к мутационной измен-
чивости, приводящей к заменам тех или иных нукле-
отидных последовательностей в их геноме [39]. По-
этому ранее подобранная к определенному участку 
матричной РНК миРНК может стать неэффективной, 

и вирус ускользнет от ее действия, поскольку даже 
единичная замена в последовательности РНК-ми-
шени способна полностью нивелировать эффект от 
применения миРНК [40]. Например, способность 
ускользать от миРНК была экспериментально про-
демонстрирована на модели инфекции ВИЧ-1, где в 
генах tat, nef, int и att происходили нуклеотидные за-
мены, в результате чего эффект применения миРНК не 
наблюдался [41]. На этом фоне, по мнению A. Karlas 
и M. Lesch, более оправданным является применение 
миРНК, направленных к клеточному геному, посколь-
ку риск возникновения альтернативного пути вирус-
ной репродукции очень низок [30]. Перспективность 
данного подхода, основой которого является подавле-
ние активности клеточных генов, необходимых для 
репродукции вируса гриппа, показана в ряде незави-
симых исследований [26, 30, 42, 43]. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В настоящее время сохраняется потребность 
в создании высокоэффективных лекарственных 



Е.А. Пашков, Е.Б. Файзулоев, Е.Р. Корчевая и др.

485

Тонкие химические технологии = Fine Chemical Technologies. 2021;16(6):476–489

Рис. 3. Влияние миРНК на концентрацию вирусной РНК. 
(а) 1-е сутки после инфекции (п.и.), (б) 2-е сутки п.и., (в) 3-и сутки п.и. 

Fig. 3. The effect of siRNA on the concentration of viral RNA. 
(а) 1st day post infection (p.i.), (b) 2nd day p.i., and (c) 3rd day p.i.
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препаратов для лечения гриппа и его осложнений. 
В исследовании получены данные, показывающие, 
что миРНК, направленные к клеточным генам, игра-
ющим важные роли в процессе эндоцитоза вируса, 
ядерного импорта и экспорта вРНК, достоверно 
эффективно снижают репродукцию вируса гриппа 
in vitro. Эти данные подтверждают, что исследован-
ные гены человека FLT4, Nup98 и Nup205 являются 
перспективными мишенями для разработки проти-
вогриппозных препаратов. Результаты исследова-
ния дают надежду на то, что в будущем применение 
миРНК в качестве лекарственных средств будет ре-
ализовано. 
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