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Æèçíåñïîñîáíîñòü êëåòîê ìåëàíîìû B16 in vitro è òîêñè÷íîñòü èíãèáèòîðà...

ÌèêðîÐÍÊ miR-204-5p îòíîñèòñÿ ê îíêîñóïðåññîðíûì, è ñíèæåíèå åå óðîâíÿ âûÿâëåíî ïðè ðÿäå
çëîêà÷åñòâåííûõ çàáîëåâàíèé. Â ýòîé ñâÿçè öåëüþ íàñòîÿùåãî èññëåäîâàíèÿ ÿâëÿëàñü îöåíêà âëèÿíèÿ
èíãèáèðîâàíèÿ miR-204-5p íà æèçíåñïîñîáíîñòü êëåòîê ìåëàíîìû, à òàêæå îöåíêà òîêñè÷åñêèõ ýôôåê-
òîâ èíãèáèòîðà miR-204-5p (LNA™) in vivo. Òðàíñôåêöèÿ èíãèáèòîðà è àíàëîãà miR-204-5p êëåòîê ìå-
ëàíîìû Â16 ïðèâîäèëà ê ñîîòâåòñòâóþùåìó èçìåíåíèþ ýêñïðåññèè ìèêðîÐÍÊ. Íà ýòîì ôîíå ðåãèñòðè-
ðîâàëè ñíèæåíèå ïðîëèôåðàöèè (æèçíåñïîñîáíîñòè) êëåòîê ìåëàíîìû ÷åðåç 96 ÷ ïîñëå íà÷àëà ýêñïåðè-
ìåíòà, ÷òî, âåðîÿòíî, óêàçûâàåò íà íåñïåöèôè÷íîñòü ýòèõ èçìåíåíèé. Áèîèíôîðìàòè÷åñêèé àíàëèç
ïîêàçàë, ÷òî miR-204-5p ó÷àñòâóåò â ðåãóëÿöèè ñèãíàëüíûõ êàñêàäîâ, ðåãóëèðóþùèõ ïëþðèïîòåíòíûå
ñòâîëîâûå êëåòêè, ìåëàíîãåíåç, íàðóøåíèÿ òðàíñêðèïöèè ïðè ðàêå. Ïðèìåíåíèå èíãèáèòîðà
miR-204-5p âåùåñòâà LNA™ in vivo ïðèâîäèëî ê ñíèæåíèþ óðîâíÿ ìèêðîÐÍÊ â òêàíÿõ è íå âûçûâàëî
òîêñè÷åñêîãî ýôôåêòà.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: miR-204-5p, èíãèáèòîðû LNA™, ìåëàíîìà B16, ÌÒÒ, ñèãíàëüíûå ïóòè.

Ìîäóëÿöèÿ àêòèâíîñòè ìèêðîÐÍÊ — ìàëûõ íåêîäè-
ðóþùèõ ìîëåêóë ÐÍÊ — ðàññìàòðèâàåòñÿ â ïîñëåäíèå
ãîäû â êà÷åñòâå îäíîãî èç ïåðñïåêòèâíûõ ìåòîäîâ èçìå-
íåíèÿ æèçíåäåÿòåëüíîñòè êëåòêè è ðåãóëÿöèè åå îñíîâ-
íûõ ôóíêöèé — ïðîëèôåðàöèè, äèôôåðåíöèðîâêè è
àïîïòîçà (Krutzfeldt, 2016). Ýòî ñòàëî âîçìîæíî áëàãîäà-
ðÿ ïîÿâëåíèþ íîâåéøèõ ìîëåêóëÿðíî-äèàãíîñòè÷åñêèõ
ìåòîäîâ íà îñíîâå ãèáðèäèçàöèè íà ÷èïå, ïîçâîëÿþùèõ
îäíîìîìåíòíî èññëåäîâàòü è ñðàâíèâàòü óðîâíè ýêñïðåñ-
ñèè âñåãî ñïåêòðà èçó÷åííûõ ê íàñòîÿùåìó âðåìåíè ìèê-
ðîÐÍÊ â êëåòêàõ ðàçëè÷íûõ âèäîâ ìëåêîïèòàþùèõ è ÷å-
ëîâåêà, à òàêæå âûÿâëÿòü èçìåíåíèÿ óðîâíåé ýêñïðåññèè
ïðè ðàçëè÷íûõ ïàòîëîãèÿõ (Love, Dave, 2013). Ïîñëåäíåå
äàåò îñíîâàíèå ïðåäïîëàãàòü ðîëü èçìåíåííûõ ìèê-
ðîÐÍÊ â ðàçâèòèè òîãî èëè èíîãî ïàòîëîãè÷åñêîãî ïðî-
öåññà. Íåîáõîäèìûì óñëîâèåì àäåêâàòíîé îöåíêè çíà÷å-
íèÿ îòäåëüíûõ ìèêðîÐÍÊ â ðåãóëÿöèè âûøåóêàçàííûõ
ïðîöåññîâ ÿâëÿåòñÿ ïîñëåäîâàòåëüíîå ôóíêöèîíàëüíîå
èññëåäîâàíèå in vitro è in vivo ïðè ìîäóëÿöèè àêòèâíîñòè
èññëåäóåìûõ ìèêðîÐÍÊ ñ èäåíòèôèêàöèåé áèîëîãè÷å-
ñêèõ ýôôåêòîâ (Garzon et al., 2010; Chen et al., 2015).

Ðàíåå íàìè áûëî âûÿâëåíî, ÷òî óðîâåíü ìèêðîÐÍÊ
miR-204-5p óìåíüøàëñÿ â êëåòêàõ ìåëàíîìû ïî ñðàâ-
íåíèþ ñ íîðìàëüíûìè ìåëàíîöèòàìè (Komina et al.,
2016), ÷òî ñîãëàñóåòñÿ ñ äðóãèìè èññëåäîâàíèÿìè, â êî-
òîðûõ îïèñûâàåòñÿ ñíèæåíèå óðîâíÿ miR-204-5p ïðè
ðàêå ùèòîâèäíîé æåëåçû è êîëîðåêòàëüíîì ðàêå (Yin
et al., 2014; Liu et al., 2015). Ýòî ïîñëóæèëî ïîâîäîì äëÿ
äàëüíåéøåãî èññëåäîâàíèÿ ðîëè miR-204-5p êëåòêàõ ìåë-

àíîìû è in vitro, è in vivo ñ èñïîëüçîâàíèåì àíòèñìûñëî-
âûõ èíãèáèòîðîâ, ñîçäàííûõ íà îñíîâå òåõíîëîãèè
LNA™ (Locked Nucleic Acid). LNA™ ïðåäñòàâëÿþò
ñîáîé êëàññ âûñîêîàôôèííûõ àíàëîãîâ ÐÍÊ ñ ìîäèôèêà-
öèåé ðèáîçíîãî êîëüöà, ïîçâîëÿþùåé ïîâûñèòü ñïåöè-
ôè÷íîñòü ñâÿçûâàíèÿ èíãèáèòîðà, ñòàáèëüíîñòü è óñòîé-
÷èâîñòü ê äåéñòâèþ ýíäîíóêëåàç (Watts, Corey, 2012;
Chen et al., 2015).

Öåëü íàñòîÿùåé ðàáîòû — îöåíêà âëèÿíèÿ èíãèáè-
ðîâàíèÿ miR-204-5p íà æèçíåñïîñîáíîñòü êëåòîê ìåëàíî-
ìû in vitro, à òàêæå îöåíêà òîêñè÷åñêîãî äåéñòâèÿ èíãè-
áèòîðà LNA™ íà miR-204-5p in vivo.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ê ó ë ü ò è â è ð î â à í è å ê ë å ò î ê è ò ð à í ñ ô å ê ö è ÿ.
Ìîäóëÿöèþ àêòèâíîñòè miR-204-5p îñóùåñòâëÿëè íà
êóëüòóðå êëåòîê B16 — ìûøèíîé ìåëàíîìû êîæè, ïîëó-
÷åííîé â ÍÈÈ ôóíäàìåíòàëüíîé è êëèíè÷åñêîé èììó-
íîëîãèè (Íîâîñèáèðñê). Êëåòêè êóëüòèâèðîâàëè â ïèòà-
òåëüíîé ñðåäå RPMI-1640, ñîäåðæàùåé L-ãëóòàìèí (Ther-
moFisher Scientific, Âåëèêîáðèòàíèÿ), 10 % ôåòàëüíîé
áû÷üåé ñûâîðîòêè (Gibco, Life Technologies, Âåëèêîáðè-
òàíèÿ) è ñìåñü àíòèáèîòèêà-àíòèìèêîòèêà (ïåíèöèëëèí,
ñòðåïòîìèöèí è àìôîòåðèöèí Â) (Gibco, Life Technolo-
gies, Âåëèêîáðèòàíèÿ), ïðè 37 °C è 5 % CO2 â CO2-èíêó-
áàòîðå (Sanyo MSO-5AC, ßïîíèÿ). Ñìåíó ïèòàòåëüíîé
ñðåäû îñóùåñòâëÿëè 1 ðàç â 3 ñóò.
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Ïåðåä ïðîâåäåíèåì òðàíñôåêöèè èíãèáèòîðîâ è èìè-
òàòîðîâ ìîëåêóëû ìèêðîÐÍÊ miR-204-5p êëåòêè êóëüòè-
âèðîâàëè â òå÷åíèå íåñêîëüêèõ ïàññàæåé, ÷òîáû óáåäèòü-
ñÿ â õîðîøåé ïðîëèôåðàòèâíîé àêòèâíîñòè è æèçíåñïî-
ñîáíîñòè êóëüòóðû. Ïåðåä ïðîâåäåíèåì òðàíñôåêöèè
êëåòêè ðàññåâàëè â ëóíêè 24-ëóíî÷íîãî êóëüòóðàëüíîãî
ïëàíøåòà â êîíöåíòðàöèè (1—5)�105 êë./ìë. ×åðåç 24 ÷
ïîñëå ïðèêðåïëåíèÿ êëåòîê ê ïîâåðõíîñòè ëóíîê ïèòà-
òåëüíóþ ñðåäó çàìåíÿëè íà ñâåæóþ, íå ñîäåðæàùóþ êîì-
ïëåêñà àíòèáèîòèê—àíòèìèêîòèê, è îñóùåñòâëÿëè
òðàíñôåêöèþ. Äëÿ óñèëåíèÿ àêòèâíîñòè miR-204-5ð â
êëåòêàõ ìåëàíîìû êîæè â êëåòêè ââîäèëè ñèíòåòè÷åñêèé
àíàëîã (èìèòàòîð) èññëåäóåìîé ìèêðîÐÍÊ (mirVana®
miR-204-5p mimic; Ambion, ÑØÀ), à äëÿ èíãèáèðîâàíèÿ
ýòîé ìèêðîÐÍÊ îñóùåñòâëÿëè òðàíñôåêöèþ èíãèáèòîðà
ìîëåêóëû mmu-miR-204-5p miRCURY LNA™ (Exiqon,
Äàíèÿ). Â êà÷åñòâå òðàíñôåêòàíòà èñïîëüçîâàëè ëèïî-
ôåêòàìèí Lipofectamine® 2000 Transfection Reagent (In-
vitrogen, ÑØÀ) ñîãëàñíî ïðîòîêîëó ïðîèçâîäèòåëÿ. Äëÿ
ëèïîôåêöèè èìèòàòîðà è èíãèáèòîðà miR-204-5p íà êàæ-
äûå 500 ìêë ïèòàòåëüíîé ñðåäû ãîòîâèëè 50 ìêë êîìï-
ëåêñà ëèïîôåêòàìèíà ñ ââîäèìûì âåùåñòâîì â áåññû-
âîðîòî÷íîé ïèòàòåëüíîé ñðåäå, ñîäåðæàùåãî 1.5 ìêë ëè-
ïîôåêòàìèíà è 3 ìêë ðàñòâîðà èìèòàòîðà èëè 5 ìêë
èíãèáèòîðà, à òàêæå ñîîòâåòñòâóþùèõ èì îòðèöàòåëüíûõ
êîíòðîëåé: äëÿ èíãèáèòîðà — Negative control A miRCURY
LNA™ miRNA Inhibitor Control (Exiqon, Äàíèÿ), äëÿ èìè-
òàòîðà — miRNA mimic negative control (Ambion, ÑØÀ) â
òåõ æå ïðîïîðöèÿõ (êîíå÷íàÿ êîíöåíòðàöèÿ èìèòàòîðà â
êëåòî÷íîé êóëüòóðå ñîñòàâëÿåò 0.3 ìêÌ, èíãèáèòîðà —
50 ìêÌ). Ïðèãîòîâëåííûé êîìïëåêñ âíîñèëè â ëóíêè ñ
êëåòî÷íîé êóëüòóðîé è êóëüòèâèðîâàëè êëåòêè â òå÷åíèå
24 ÷ â CO2-èíêóáàòîðå, ïîñëå ÷åãî ìåíÿëè ïèòàòåëüíóþ
ñðåäó íà ñâåæóþ è ïðèñòóïàëè ê äàëüíåéøèì äåéñòâèÿì.

Ýôôåêòèâíîñòü òðàíñôåêöèè îöåíèâàëè ÷åðåç 24 ÷
ïîñëå åå ïðîâåäåíèÿ ïî èçìåíåíèþ óðîâíåé ýêñïðåññèè
miR-204-5p ìåòîäîì ÏÖÐ â ðåàëüíîì âðåìåíè.

Ï ð î ë è ô å ð à ò è â í ó þ à ê ò è â í î ñ ò ü (æ è ç í å -
ñ ï î ñ î á í î ñ ò ü) êëåòîê èññëåäîâàëè ïðè ïîìîùè ÌTT-
òåñòà. Ïðèíöèï ìåòîäà çàêëþ÷àåòñÿ â ñïåêòðîôîòîìåòðè-
÷åñêîé îöåíêå ïîãëîùåíèÿ ñâåòà ñ äëèíîé âîëíû 560 íì
ðàñòâîðèìûìè ìåòàáîëèòàìè ÌÒÒ (2-(4,5-dimethyl-
triazol2yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide) — ôèîëåòîâû-
ìè êðèñòàëëàìè ôîðìàçàíà, êîòîðûå îáðàçóþòñÿ â ïðî-
öåññå æèçíåäåÿòåëüíîñòè êëåòîê èç íåðàñòâîðèìîãî
ÌÒÒ, èìåþùåãî íàñûùåííûé æåëòûé öâåò. ×åì áîëüøå
êëåòîê è âûøå èõ ìåòàáîëè÷åñêàÿ àêòèâíîñòü, òåì áîëü-
øå ìåòàáîëèòà îíè îáðàçóþò, ÷òî ïîçâîëÿåò äåëàòü âû-
âîäû î ñòåïåíè èõ ïðîëèôåðàòèâíîé àêòèâíîñòè è æèç-
íåñïîñîáíîñòè. Äëÿ ïðîâåäåíèÿ ÌÒÒ-òåñòà êëåòêè ìåëà-
íîìû ÷åðåç 24 ÷ ïîñëå òðàíñôåêöèè ìîäóëÿòîðîâ
àêòèâíîñòè miR-204-5ð è èõ îòðèöàòåëüíûõ êîíòðîëåé
ðàññåâàëè â ëóíêè ÷åòûðåõ ðÿäîâ 96-ëóíî÷íîãî êóëüòó-
ðàëüíîãî ïëàíøåòà â êîíöåíòðàöèè 3�104 êë./ìë (ïî îäíî-
ìó ðÿäó íà êàæäûå ñóòêè èññëåäîâàíèÿ). Çàòåì â ëóíêè
ïåðâîãî ðÿäà âíîñèëè ïî 15 ìêë ðàñòâîðà ÌÒÒ â PBS â
êîíöåíòðàöèè 5 ìã/ìë (êîíå÷íàÿ êîíöåíòðàöèÿ ÌÒÒ â
ëóíêå 0.5 ìã/ìë), êóëüòèâèðîâàëè â òå÷åíèå 4 ÷ â CO2-èí-
êóáàòîðå ïðè 37 °C è 5 % CO2. Ïî îêîí÷àíèè êóëüòèâèðî-
âàíèÿ èç ëóíîê ïåðâîãî ðÿäà óäàëÿëè ïèòàòåëüíóþ ñðåäó
è äîáàâëÿëè ê êëåòî÷íîìó ìîíîñëîþ ñ îáðàçîâàííûìè
êðèñòàëëàìè ôîðìàçàíà ïî 200 ìêë DMSO, èíêóáèðîâà-
ëè ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå â òå÷åíèå 30 ìèí â òåìíî-
òå. Ïîñëå èíêóáàöèè ðàñòâîð ôîðìàçàíà ïåðåíîñèëè â îò-
äåëüíûé 96-ëóíî÷íûé ïëàíøåò è îïðåäåëÿëè ïîãëîùåíèå

èì ñâåòà ïðè äëèíå âîëíû 560 íì íà ïëàíøåòíîì
ñïåêòðîôîòîìåòðå Ýôîñ-9305 (Øâàáå, Ðîññèÿ). Óðîâåíü
æèçíåñïîñîáíîñòè (ïðîëèôåðàòèâíîé àêòèâíîñòè) êëåòîê
ïðèíèìàëè ïðÿìî ïðîïîðöèîíàëüíûì óðîâíþ ïîãëîùå-
íèÿ. ÌÒÒ-òåñò ïîâòîðÿëè òàêæå ÷åðåç 48, 72 è 96 ÷ ïîñëå
òðàíñôåêöèè ìîäóëÿòîðîâ àêòèâíîñòè miR-204-5p è èõ
îòðèöàòåëüíûõ êîíòðîëåé — äëÿ âòîðîãî, òðåòüåãî è ÷åò-
âåðòîãî ðÿäîâ ëóíîê êóëüòóðàëüíîãî ïëàíøåòà ñîîòâåòñò-
âåííî. Ýêñïåðèìåíò ïîâòîðÿëè òðèæäû.

Â ý ê ñ ï å ð è ì å í ò à õ í à æ è â î ò í û õ èñïîëüçîâàëè
áåëûõ áåñïîðîäíûõ ìûøåé (n = 15) — ïîëîâîçðåëûõ ñà-
ìîê â âîçðàñòå 10—12 íåä ñî ñðåäíåé ìàññîé 21.9 ã. Æè-
âîòíûõ ïðèîáðåòàëè â âèâàðèè Èíñòèòóòà öèòîëîãèè è
ãåíåòèêè ÑÎ ÐÀÍ (Íîâîñèáèðñê). Æèâîòíûõ ñîäåðæàëè
â óñëîâèÿõ åñòåñòâåííîãî îñâåùåíèÿ, äîñòóï ê åäå è âîäå
íå îãðàíè÷èâàëè. Íà ïðîâåäåíèå èññëåäîâàíèé áûëî ïî-
ëó÷åíî ðàçðåøåíèå ëîêàëüíîãî ýòè÷åñêîãî êîìèòåòà
Êðàñíîÿðñêîãî ãîñóäàðñòâåííîãî ìåäèöèíñêîãî óíèâåð-
ñèòåòà èì. ïðîô. Â. Ô. Âîéíî-ßñåíåöêîãî (ïðîòîêîë
¹ 70/2016 îò 06.06.2016). Âñå ìàíèïóëÿöèè ñ æèâîòíûìè
îñóùåñòâëÿëè â ñîîòâåòñòâèè ñ òðåáîâàíèÿìè, èçëîæåí-
íûìè â «Ìåæäóíàðîäíûõ ðåêîìåíäàöèÿõ ïî ïðîâåäåíèþ
ìåäèêî-áèîëîãè÷åñêèõ èññëåäîâàíèé ñ èñïîëüçîâàíèåì
æèâîòíûõ», à òàêæå â Äåêëàðàöèè ïðàâ æèâîòíûõ (World
Medical Association Declaration of Helsinki: http://www.
who.int/ bulletin/archives/79%284%29373.pdf) è ïðèêàçå
Ìèíèñòåðñòâà çäðàâîîõðàíåíèÿ ÐÔ îò 01.04.2016 ¹ 199í
«Îá óòâåðæäåíèè Ïðàâèë íàäëåæàùåé ëàáîðàòîðíîé
ïðàêòèêè».

È í ã è á è ð î â à í è å m i R - 2 0 4 - 5 p i n v i v o. Èñïî-
ëüçîâàëè ñèíòåòè÷åñêèé èíãèáèòîð miRCURY LNA™ Po-
wer microRNA inhibitor (Exiqon, Äàíèÿ). Äàííûé èíãèáè-
òîð, à òàêæå îòðèöàòåëüíûé êîíòðîëü äëÿ èíãèáèòîðà,
âõîäÿùèé â êîìïëåêò, ââîäèëè ïîäêîæíî â øåéíóþ
ñêëàäêó â äîçèðîâêàõ 5 è 25 ìã íà 1 êã ìàññû æèâîòíîãî â
âèäå ðàñòâîðà â 0.01Ì PBS â îáúåìå 100 ìêë. Ïðèãîòîâ-
ëåííûå ðàñòâîðû ââîäèëè 1 ðàç â 7 ñóò. Äîïîëíèòåëüíûì
îòðèöàòåëüíûì êîíòðîëåì ñëóæèëî ââåäåíèå PBS â îáúå-
ìå 100 ìêë ñ òåì æå ðåæèìîì ââåäåíèÿ, ÷òî è äëÿ èíãèáè-
òîðà è êîíòðîëÿ èíãèáèòîðà. Ñëó÷àéíûì îáðàçîì áûëî
ñôîðìèðîâàíî 5 ãðóïï æèâîòíûõ (n = 3), â êîòîðûõ æè-
âîòíûì ââîäèëè: PBS (1), 5 ìã/êã îòðèöàòåëüíîãî êîíòðî-
ëÿ (2), 25 ìã/êã îòðèöàòåëüíîãî êîíòðîëÿ (3), à òàêæå èí-
ãèáèòîð miR-204-5p âåùåñòâî LNA™ â äîçèðîâêàõ
5 ìã/êã (4) è 25 ìã/êã (5). Âîçäåéñòâèå èíãèáèòîðîâ äëè-
ëîñü 14 ñóò, ïîñëå ÷åãî æèâîòíûõ âûâîäèëè èç ýêñïåðè-
ìåíòà äåêàïèòàöèåé ïîä õëîðîôîðìíûì íàðêîçîì.

Î ö å í ê à â í å ø í è õ ï à ð à ì å ò ð î â æ è â î ò í û õ è
è õ ï î â å ä å í è ÿ. Íà âñåì ïðîòÿæåíèè ýêñïåðèìåíòà
ïðîèçâîäèëè åæåäíåâíîå âçâåøèâàíèå æèâîòíûõ, à òàê-
æå îöåíêó âíåøíåãî âèäà è äâèãàòåëüíîé àêòèâíîñòè æè-
âîòíûõ ïî øêàëàì â áàëëàõ. Øêàëà îöåíêè èçìåíåíèé
îêðàñà: 1 áàëë — òóñêëûé, 2 — ÿðêèé; øêàëà èçìåíåíèé
ïîêðîâà: 1 áàëë — âûïàäåíèå øåðñòè, 2 — çàãðÿçíåííûé
ïîêðîâ, 3 — íåçàãðÿçíåííûé ïîêðîâ. Øêàëà îöåíêè èçìå-
íåíèé äâèãàòåëüíîé àêòèâíîñòè æèâîòíûõ áûëà 5-áàëëü-
íîé: 0 — ïîãèáøåå æèâîòíîå; 1 — êîìà ñ îòñóòñòâèåì àê-
òèâíîñòè, îáåçäâèæåííîñòüþ è áåç ðåàêöèè íà òàêòèëü-
íûå ðàçäðàæèòåëè; 2 — ìèíèìàëüíàÿ äâèãàòåëüíàÿ
àêòèâíîñòü, àêòèâíûå äâèæåíèÿ ñëàáûå, â îñíîâíîì íå-
ïðîèçâîëüíûå, ðåàêöèÿ íà òàêòèëüíûå ðàçäðàæèòåëè ñëà-
áàÿ; 3 — æèâîòíîå çàòîðìîæåíî, ïåðåäâèãàåòñÿ íà íå-
ñêîëüêî øàãîâ ëèøü ïðè ïîäòàëêèâàíèè, ðåàêöèÿ íà ðàç-
äðàæèòåëè òàêòèëüíîãî õàðàêòåðà «èçáåãàòåëüíàÿ»; 4 —
äâèãàòåëüíàÿ àêòèâíîñòü ñóáíîðìàëüíàÿ â âèäå ìåäëåí-
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íûõ àêòèâíûõ äâèæåíèé ïî êëåòêå, ðåàêöèÿ íà ðàçäðàæè-
òåëè «èçáåãàòåëüíî-îáîðîíèòåëüíàÿ» ñ ïîïûòêàìè óêó-
ñîâ; 5 — íîðìàëüíàÿ äâèãàòåëüíàÿ àêòèâíîñòü, ïåðåìå-
ùåíèå ïî êëåòêå àêòèâíîå, ðåàêöèÿ íà ðàçäðàæèòåëè
èçáåãàòåëüíàÿ ñ âûðàæåííûìè îáîðîíèòåëüíûìè ðåàêöè-
ÿìè. Êðîìå òîãî, îöåíèâàëè àïïåòèò æèâîòíûõ ïî ñðåä-
íåìó êîëè÷åñòâó ñúåäàåìîãî êîðìà â ãðàììàõ è âûïèòîé
æèäêîñòè â ìèëëèëèòðàõ â êàæäîé ýêñïåðèìåíòàëüíîé
ãðóïïå.

Î ö å í ê à á è î õ è ì è ÷ å ñ ê è õ ï à ð à ì å ò ð î â —
ì à ð ê å ð î â ò î ê ñ è ÷ å ñ ê î ã î ï î â ð å æ ä å í è ÿ î ð ã à -
í î â. Ïðè äåêàïèòàöèè, ñîâåðøàåìîé ïîä õëîðîôîðìíûì
íàðêîçîì, ñîáèðàëè êðîâü â ïðîáèðêó, çàòåì öåíòðèôóãè-
ðîâàíèåì ïîëó÷àëè ïëàçìó, â êîòîðîé íà áèîõèìè÷åñêîì
àíàëèçàòîðå COBAS INTEGRA 400 plus (Roche, ßïîíèÿ)
îïðåäåëÿëè êîíöåíòðàöèþ ÀËÒ (àëàíèíàìèíîòðàíñôåðà-
çû), ÀÑÒ (àñïàðòàòàìèíîòðàíñôåðàçû), êðåàòèíèíà è ìî-
÷åâèíû ïðè ïîìîùè êàññåò, ñîäåðæàùèõ ñèñòåìû ðåàãåí-
òîâ äëÿ êîëè÷åñòâåííîãî îïðåäåëåíèÿ in vitro êîíöåíòðà-
öèè êðåàòèíèíà, ìî÷åâèíû, ÀËÒ è ACT (Roche,
Ãåðìàíèÿ) ñîãëàñíî èíñòðóêöèè ôèðìû-ïðîèçâîäèòåëÿ.

Î ö å í ê à ì î ð ô î ë î ã è ÷ å ñ ê è õ è ç ì å í å í è é î ð -
ã à í î â. Ïðè âñêðûòèè æèâîòíûõ ïðîèçâîäèëè çàáîð
âíóòðåííèõ îðãàíîâ — ãîëîâíîãî ìîçãà, ëåãêèõ, ïå÷åíè,
ïî÷åê, ñåðäöà è ñåëåçåíêè. Îöåíèâàëè îðãàíû âèçóàëüíî
ìàêðîñêîïè÷åñêè, à òàêæå îïðåäåëÿëè ìàññó êàæäîãî îð-
ãàíà. Äàëåå ÷àñòü îðãàíà ôèêñèðîâàëè â ðàñòâîðå 10%-ãî
íåéòðàëüíîãî ôîðìàëèíà è èçãîòàâëèâàëè ïàðàôèíîâûå
áëîêè, ãèñòîëîãè÷åñêèå ñðåçû êîòîðûõ îêðàøèâàëè ãåìà-
òîêñèëèíîì-ýîçèíîì. Îöåíêó èçìåíåíèé, õàðàêòåðíûõ
äëÿ òîêñè÷åñêèõ ïîâðåæäåíèé, îñóùåñòâëÿëè ñ ïîìîùüþ
ìèêðîñêîïà Olympus BX-41 ñ âèäåîíàñàäêîé Olympus
u-CMAD3 (Olympus, ßïîíèÿ) ïðè óâåëè÷åíèÿõ îáúåêòèâà
20� è 40� â íåñêîëüêèõ ïîëÿõ çðåíèÿ äëÿ ñåðäöà, ïî÷åê è
ïå÷åíè.

Î ö å í ê à ì î ë å ê ó ë ÿ ð í û õ ì à ð ê å ð î â ò î ê ñ è ÷ å -
ñ ê î ã î ï î â ð å æ ä å í è ÿ ï å ÷ å í è. Îöåíèâàëè óðîâíè
ýêñïðåññèè ìèêðîÐÍÊ ïî ðåçóëüòàòàì ÏÖÐ â ðåàëüíîì
âðåìåíè ïîñëå ïîëó÷åíèÿ òîòàëüíîé ÐÍÊ èç êëåòîê ïå-
÷åíè ìûøåé. Îöåíèâàëè óðîâåíü ýêñïðåññèè miR-122,
èñïîëüçóÿ íàáîð äëÿ îïðåäåëåíèÿ óðîâíÿ ýêñïðåññèè
hsa-miR-122 miRNA TaqMan Assays — Assay ID 002245
(No 4427975, Applied Biosystems, ÑØÀ), à òàêæå óðîâåíü
ýêñïðåññèè ãåíà GAPDH ñ ïîìîùüþ íàáîðà äëÿ îïðåäå-
ëåíèÿ åãî óðîâíÿ ýêñïðåññèè — Gene expression TaqMan
Assays Mm99999915_g1 (No1 538448, Applied Biosystems,
ÑØÀ).

Â û ä å ë å í è å Ð Í Ê è Ï Ö Ð â ð å à ë ü í î ì â ð å ì å -
í è. Íåáîëüøèå êóñî÷êè âíóòðåííèõ îðãàíîâ, èçúÿòûõ
ïðè âñêðûòèè, ïîìåùàëè â êðèîïðîáèðêè ñ ðàñòâîðîì
äëÿ ôèêñàöèè è ñîõðàíåíèÿ ÐÍÊ IntactRNA (Evrogen,
Ðîññèÿ) è ñîõðàíÿëè â çàìîðîæåííîì ñîñòîÿíèè ïðè
–80 °C. Êóñî÷åê òêàíè âåñîì 30 ìã ãîìîãåíèçèðîâàëè â
ñòóïêå ïðè ïîìîùè æèäêîãî àçîòà, à çàòåì âûäåëÿëè ÐÍÊ
íàáîðàìè Ðèáî-çîëü Ñ è Ðèáî-ñîðá (Àìïëèñåíñ, Ðîññèÿ).
Ïîëó÷åííóþ ÐÍÊ èñïîëüçîâàëè ñðàçó äëÿ äàëüíåéøèõ
ðåàêöèé èëè ñîõðàíÿëè â çàìîðîæåííîì âèäå ïðè
–80 °C. Ñ âûäåëåííîé ÐÍÊ ïðîâîäèëè ðåàêöèþ îáðàòíîé
òðàíñêðèïöèè ïðè ïîìîùè íàáîðà ðåàãåíòîâ MMLV RT
kit (Evrogen, Ðîññèÿ). Ïðè ýòîì èñïîëüçîâàëè ñëó÷àéíûå
ïðàéìåðû, âõîäÿùèå â êîìïëåêò íàáîðà äëÿ èññëåäîâà-
íèÿ ýêñïðåññèè ìàòðè÷íûõ ÐÍÊ, è ñïåöèôè÷åñêèå ïðàé-
ìåðû äëÿ êàæäîãî âèäà ìèêðîÐÍÊ, ïðåäíàçíà÷åííûå äëÿ
ïðîâåäåíèÿ ðåàêöèè îáðàòíîé òðàíñêðèïöèè, âõîäÿùèå â
íàáîðû äëÿ îïðåäåëåíèÿ óðîâíåé ýêñïðåññèè ìèêðîÐÍÊ

TaqMan Assays (Applied Biosystems, ÑØÀ). Â ðåàêöèè îá-
ðàòíîé òðàíñêðèïöèè íà 1 ìêë ÐÍÊ ïðèõîäèëîñü
0.13 ìêë ïðàéìåðà, à òàêæå 1.13 ìêë ñìåñè, ñîäåðæàùåé
0.5 ìêë ÎÒ-áóôåðà ïî 0.25 ìêë DTT, ñìåñè dNTPs è áåç-
íóêëåàçíîé âîäû è 0.13 ìêë ôåðìåíòà ðåâåðòàçû. Ðåàê-
öèþ ïðîâîäèëè â òå÷åíèå 50 ìèí ïðè 37 °C, à çàòåì îñòà-
íàâëèâàëè ïðîãðåâàíèåì äî 70 °C â òå÷åíèå 10 ìèí. Ïî-
ëó÷åííóþ êÄÍÊ ñîõðàíÿëè ïðè –20 °C. Ïîñòàíîâêó ÏÖÐ
â ðåàëüíîì âðåìåíè îñóùåñòâëÿëè íà ïðèáîðå StepOne™
Real-Time PCR System (Applied Biosystems, Ñèíãàïóð).
Ðåàêöèîííàÿ ñìåñü íà 1 ëóíêó 48-ëóíî÷íîãî ïëàíøåòà
îáúåìîì 20 ìêë ñîñòîÿëà èç 8 ìêë 2.5-êðàòíîé ðåàêöèîí-
íîé ñìåñè äëÿ ïðîâåäåíèÿ ÏÖÐ-ÐÂ â ïðèñóòñòâèè ðåôå-
ðåíñíîãî êðàñèòåëÿ ROX (Ñèíòîë, Ðîññèÿ), 1 ìêë
20-êðàòíîãî ïðàéìåðà èç íàáîðîâ äëÿ îïðåäåëåíèÿ óðîâ-
íåé ýêñïðåññèè ìèêðîÐÍÊ (miRNA TaqMan Assays; Ap-
plied Biosystems, Ðîññèÿ) èëè íàáîðîâ äëÿ îïðåäåëåíèÿ
ýêñïðåññèè ãåíîâ Gene Expression TaqMan Assays (Appli-
ed Biosystems, CØÀ), 2 ìêë êÄÍÊ äëÿ èññëåäîâàíèÿ ýêñ-
ïðåññèè ìàòðè÷íûõ ÐÍÊ ëèáî 1.5 ìêë êÄÍÊ äëÿ èññëåäî-
âàíèÿ óðîâíåé ýêñïðåññèè ìèêðîÐÍÊ; îñòàâøèéñÿ îáúåì
âîñïîëíÿëè äåèîíèçèðîâàííîé âîäîé. Â êà÷åñòâå ýíäî-
ãåííûõ êîíòðîëåé äëÿ ìèêðîÐÍÊ èñïîëüçîâàëè ïðàéìå-
ðû èç íàáîðîâ äëÿ îïðåäåëåíèÿ óðîâíåé ýêñïðåññèè U6
snRNA (Assay ID 001973, No. 4427975) è snoRNA 234
(Assay ID 001234, No. 4427975; Applied Biosystems,
ÑØÀ), a äëÿ ìàòðè÷íûõ ÐÍÊ — ïðàéìåðû äëÿ îïðåäåëå-
íèÿ ýêñïðåññèè áåòà-àêòèíà (Actb Mm00446968_m1,
No 4331182; Applied Biosystems, ÑØÀ). Ïðîãðàììà òåð-
ìîöèêëèðîâàíèÿ âêëþ÷àëà â ñåáÿ ïðîãðåâ äî 50 °C â òå-
÷åíèå 2 ìèí, à çàòåì äî 95 °C â òå÷åíèå 10 ìèí, ïîñëå
÷åãî ñëåäîâàëî 40 öèêëîâ, ñîñòîÿùèõ èç ðåæèìîâ 95 °C â
òå÷åíèå 15 ñ è çàòåì 60 °C â òå÷åíèå 1 ìèí ñ äåòåêöèåé
ôëóîðåñöåíöèè ïî êàíàëàì FAM/ROX è ïîñòðîåíèåì
êðèâîé ôëóîðåñöåíöèè. Äàííûå àíàëèçèðîâàëè ñ èñïîëü-
çîâàíèåì ìåòîäà DDCt (Livak, Schmittgen, 2001). Ïðè
îïðåäåëåíèè óðîâíåé ýêñïðåññèè ïî äâóì ýíäîãåííûì
êîíòðîëÿì èñïîëüçîâàëè ñðåäíåå ãåîìåòðè÷åñêîå îò ïðî-
èçâåäåíèÿ óðîâíåé ýêñïðåññèè, ðàññ÷èòàííûõ ïðè íîðìà-
ëèçàöèè ïî êàæäîìó ýíäîãåííîìó êîíòðîëþ. Ýêñïåðè-
ìåíò ïîâòîðÿëè òðèæäû.

Á è î è í ô î ð ì à ò è ÷ å ñ ê è é à í à ë è ç. Àíàëèç ñèã-
íàëüíûõ ïóòåé ñ ó÷àñòèåì miR-204-5p ïðîâîäèëè ïðè ïî-
ìîùè áàç äàííûõ DIANA miRPath v.3,0 (ñ ïðèìåíåíèåì
áàç TargetScan v.7,0, miRTarBase, micro T-CDS). Ïîèñê
ñèãíàëüíûõ ïóòåé ïðîâåäåí íà îñíîâå áàçû KEGG.

Ñ ò à ò è ñ ò è ÷ å ñ ê à ÿ î á ð à á î ò ê à. Ïðè ñòàòèñòè÷å-
ñêîé îáðàáîòêå è àíàëèçå äàííûõ èñïîëüçîâàëè ïàêåò
ïðîãðàììíîãî îáåñïå÷åíèÿ Statistica 6.1 (StatSoft, Ðîñ-
ñèÿ). Ïðè ñðàâíåíèè ïàðíûõ íåçàâèñèìûõ âûáîðîê èñ-
ïîëüçîâàëè íåïàðàìåòðè÷åñêèé êðèòåðèé U-òåñò Ìàí-
íà—Óèòíè. Ðåçóëüòàòû ñ÷èòàëè çíà÷èìûìè ïðè P < 0.05.
Äàííûå ïðåäñòàâëÿëè â âèäå ñðåäíåãî è åãî ñòàíäàðòíîé
îøèáêè.

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

Ïî ðåçóëüòàòàì îöåíêè ýêñïðåññèè ìèêðîÐÍÊ
miR-204-5p ÷åðåç 24 ÷ ïîñëå òðàíñôåêöèè èíãèáèòîðà
óñòàíîâëåíî, ÷òî óðîâåíü miR-204-5p ïîñëå èíãèáèðîâà-
íèÿ ñíèæàåòñÿ âïëîòü äî íóëÿ (P = 0.03 ïðè ñðàâíåíèè ñ
áàçîâûì óðîâíåì è P = 0.0495 ïðè ñðàâíåíèè ñ îòðèöà-
òåëüíûì êîíòðîëåì), îäíàêî â îòðèöàòåëüíîì êîíòðîëå
ýêñïðåññèÿ ýòîé ìîëåêóëû íå òîëüêî ñîõðàíÿåòñÿ è ñî-
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ñòàâëÿåò 12 592.3�10–4 óñë. åä., íî è ñòàòèñòè÷åñêè çíà÷è-
ìî óâåëè÷èâàåòñÿ â 2679.2 ðàçà (P = 0.03) ïî ñðàâíåíèþ ñ
áàçîâûì óðîâíåì ýêñïðåññèè (4.7�10–4 óñë. åä.) â êëåòêàõ
ìåëàíîìû, íå ïîëó÷àâøèõ âîçäåéñòâèÿ. Â äðóãîé ñåðèè
ýêñïåðèìåíòîâ ïîñëå òðàíñôèöèðîâàíèÿ êëåòîê ìåëàíî-
ìû B16 èìèòàòîðîì miR-204-5p óðîâåíü ýêñïðåññèè ìèê-
ðîÐÍÊ ñîñòàâèë 445 949.1�10–4 óñë. åä. è óâåëè÷èëñÿ â
94 882.78 ðàç ïî ñðàâíåíèþ ñ óðîâíåì â íåèçìåíåííûõ
êëåòêàõ ìåëàíîìû (P = 0.03) è â 84 141.3 ðàçà ïî ñðàâíå-
íèþ êëåòêàìè ìåëàíîìû, òðàíñôèöèðîâàííûìè îòðèöà-
òåëüíûì êîíòðîëåì (P = 0.0495), óðîâåíü ýêñïðåññèè
miR-204 â êîòîðûõ ñîñòàâèë 5.3�10–4 óñë. åä. Òàêèì îáðà-
çîì, ìîæíî ðåçþìèðîâàòü, ÷òî òðàíñôåêöèÿ èíãèáèòîðà è
èìèòàòîðà miR-204-5p áûëà ýôôåêòèâíîé.

Îöåíêà æèçíåñïîñîáíîñòè è ïðîëèôåðàòèâíîé àêòèâ-
íîñòè êëåòîê ìåëàíîìû B16 â äèíàìèêå (÷åðåç 24, 48, 72
è 96 ÷) ñ ïîìîùüþ ÌÒÒ-òåñòà ïîêàçàëà, ÷òî æèçíåñïî-
ñîáíîñòü îïóõîëåâûõ êëåòîê ÷åðåç 96 ÷ ïîñëå òðàíñôåê-
öèè èíãèáèòîðà è îòðèöàòåëüíîãî êîíòðîëÿ ñíèæàåòñÿ â

2.5 ðàçà ïî îòíîøåíèþ ê êëåòêàì áåç âîçäåéñòâèÿ, íî íå
ðàçëè÷àåòñÿ â êëåòêàõ, òðàíñôèöèðîâàííûõ îòðèöàòåëü-
íûì êîíòðîëåì è èíãèáèòîðîì miR-204-5p (ðèñ. 1). Âìåñ-
òå ñ òåì ÷åðåç 96 ÷ ïîñëå òðàíñôåêöèè çàðåãèñòðèðîâàíî
ïîâûøåíèå æèçíåñïîñîáíîñòè êëåòîê ìåëàíîìû B16 ïðè
òðàíñôåêöèè èíãèáèòîðà miR-204-5p â 1.25 ðàçà ïî ñðàâ-
íåíèþ ñ îòðèöàòåëüíûì êîíòðîëåì (ðèñ. 1, êðèâàÿ 3).

Ïîñëå òðàíñôåêöèè èìèòàòîðà miR-204-5p â êëåòêè
ìåëàíîìû ÷åðåç 96 ÷ â íèõ áîëåå ÷åì â 3 ðàçà ñíèæàþòñÿ
çíà÷åíèÿ ÌÒÒ-òåñòà ïî ñðàâíåíèþ ñ êëåòêàìè, êóëüòèâè-
ðóåìûìè áåç âîçäåéñòâèÿ êàêèì-ëèáî âåùåñòâîì (ðèñ. 2).

Ðåçóëüòàòû ÌÒÒ-òåñòà ïîçâîëÿþò ñäåëàòü âûâîä î
òîì, ÷òî òðàíñôåêöèÿ èíãèáèòîðà ìèêðîÐÍÊ (LNA™) è
åãî îòðèöàòåëüíîãî êîíòðîëÿ ñïîñîáíà îêàçûâàòü íåñïå-
öèôè÷åñêîå âëèÿíèå íà ïðîöåññû ìåòàáîëè÷åñêîé àêòèâ-
íîñòè êëåòîê, çàêëþ÷àþùååñÿ â ìîäóëÿöèè óðîâíåé
ÌÒÒ-òåñòà è âûðàæàþùååñÿ â íåçíà÷èòåëüíîì, íî äîñòî-
âåðíîì èçìåíåíèè àíàëèçèðóåìûõ ïîêàçàòåëåé.
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Ðèñ. 1. Äèíàìèêà ïðîëèôåðàòèâíîé àêòèâíîñòè (æèçíåñïîñîá-
íîñòè) êëåòîê ìåëàíîìû B16 ïîñëå èíãèáèðîâàíèÿ ìèêðîÐÍÊ

miR-204-5p âåùåñòâî LNA™ (LNA). ÌÒÒ-òåñò.

Êðèâûå: 1 — ìåëàíîìà (Ì), 2 — îòðèöàòåëüíûé êîíòðîëü (ÎÊ), 3 — èí-
ãèáèòîð LNA. Îäíîé çâåçäî÷êîé ïîêàçàíû ñòàòèñòè÷åñêè çíà÷èìûå ðàç-
ëè÷èÿ ìåæäó êëåòêàìè ìåëàíîìû, íå ïîëó÷èâøèìè âîçäåéñòâèå, è êëåò-
êàìè, òðàíñôèöèðîâàííûìè ÎÊ è LNA (P = 0.009), äâóìÿ çâåçäî÷êàìè —

ìåæäó êëåòêàìè, òðàíñôèöèðîâàííûìè ÎÊ è LNA (P = 0.016).

Ðèñ. 2. Æèçíåñïîñîáíîñòü (ïðîëèôåðàòèâíàÿ àêòèâíîñòü) êëå-
òîê ìåëàíîìû B16 ïîñëå óâåëè÷åíèÿ êîëè÷åñòâà miR-204-5p åå

èìèòàòîðîì (MIM). ÌÒÒ-òåñò.

Êðèâûå: 1 — ìåëàíîìà (Ì), 2 — îòðèöàòåëüíûé êîíòðîëü (ÎÊ), 3 — mi-
mic miR-204-5p (MIM). Îäíîé çâåçäî÷êîé ïîêàçàíû ñòàòèñòè÷åñêè çíà-
÷èìûå ðàçëè÷èÿ ìåæäó êëåòêàìè, òðàíñôèöèðîâàííûìè OK è MIM
(P = 0.0495), äâóìÿ çâåçäî÷êàìè — ìåæäó êëåòêàìè ìåëàíîìû, íå ïîëó-
÷èâøèìè âîçäåéñòâèÿ (M), è êëåòêàìè, òðàíñôèöèðîâàííûìè ÎÊ è MIM

(P = 0.0495).

Ðèñ. 3. Îòíîñèòåëüíûå óðîâíè ýêñïðåññèè miR-204-5p â ëåãêèõ (à) è ïå÷åíè (á) ìûøåé.

Ïî ãîðèçîíòàëè: áàçîâûé óðîâåíü (ÁÓ), îòðèöàòåëüíûé êîíòðîëü â äîçàõ 5 (ÎÊ5) è 25 (ÎÊ25) ìã/êã, èíãèáèòîð miR-204-5p â äîçàõ 5 (LNA5) è
25 (LNA25) ìã/êã. Ïîêàçàíû ñðåäíèå çíà÷åíèÿ (öåíòð ñòîëáöîâ), èõ îøèáêà (ðàçìåð ñòîëáöîâ) è ñòàíäàðòíûå îòêëîíåíèÿ (âåðòèêàëüíûå îòðåçêè).

Çâåçäî÷êà ïîêàçûâàåò ñòàòèñòè÷åñêè çíà÷èìîå îòëè÷èå ïî ñðàâíåíèþ ñ ÎÊ25 è ÁÓ (ââåäåíèå PBS) (P = 0.0495).



Ó÷èòûâàÿ îíêîñóïðåññîðíóþ ðîëü miR-204-5p è äàí-
íûå èç ëèòåðàòóðû, óêàçûâàþùèå íà ó÷àñòèå ýòîé ìèê-
ðîÐÍÊ â ðåãóëÿöèè òàêèõ ôóíäàìåíòàëüíûõ ôèçèîëîãè-
÷åñêèõ ïðîöåññîâ, êàê îêèñëèòåëüíûé ñòðåññ è àóòîôàãèÿ
(Sumbul et al., 2014; Wu et al., 2017), ìû èññëåäîâàëè äåé-
ñòâèå èíãèáèòîðà LNA™ in vivo. Ïî äàííûì èç ëèòåðà-
òóðû èçâåñòíî, ÷òî â íîðìå miR-204-5p ýêñïðåññèðóåòñÿ
â ëåãî÷íîé òêàíè (Courboulin et al., 2011). Â ýòîé ñâÿçè
ïîñëå ââåäåíèÿ LNA™ ìûøàì îöåíèâàëè óðîâåíü
miR-204-5p â ëåãêèõ. Âûÿâëåíî ñíèæåíèå ýêñïðåññèè
ýòîé ìèêðîÐÍÊ â ëåãî÷íîé òêàíè ó æèâîòíûõ ïîñëå âîç-
äåéñòâèÿ èíãèáèòîðà â äîçå 25 ìã/êã ïî ñðàâíåíèþ ñ
ãðóïïîé, ïîëó÷èâøåé èíúåêöèè îòðèöàòåëüíîãî êîíòðî-
ëÿ â òîé æå äîçå, à òàêæå ãðóïïîé ñ ââåäåíèåì PBS (áàçî-
âûé óðîâåíü ýêñïðåññèè) (ðèñ. 3, à). Çíà÷èìûõ ðàçëè÷èé
ïî óðîâíþ ýêñïðåññèè miR-204-5p â ëåãêèõ ó äðóãèõ

ãðóïï æèâîòíûõ (ñì. ðàçäåë «Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà»)
ìåæäó ñîáîé íå âûÿâëåíî. Â ïå÷åíè ââåäåíèå èíãèáèòîðà
â äîçå 5 è 25 ìã/êã íå ïðèâåëî ê ñòàòèñòè÷åñêè çíà÷èìûì
èçìåíåíèÿì óðîâíÿ ýêñïðåññèè miR-204-5p (ðèñ. 3, á). Òà-
êèì îáðàçîì, ýôôåêòèâíîå èíãèáèðîâàíèå miR-204-5p
èíãèáèòîðîì LNA™ in vivo íàñòóïàåò ïðè åãî äîçå
25 ìã/êã.

Äëÿ îöåíêè âîçìîæíîãî òîêñè÷åñêîãî âëèÿíèÿ èñ-
ïîëüçóåìîãî èíãèáèòîðà íà îðãàíèçì æèâîòíîãî íàìè
îöåíèâàëèñü òàêèå ïîêàçàòåëè, êàê äèíàìèêà ìàññû òåëà
æèâîòíûõ, èõ âíåøíèé âèä è äâèãàòåëüíàÿ àêòèâíîñòü.
Æèâîòíûå èññëåäóåìûõ ãðóïï ðàâíîìåðíî óâåëè÷èâà-
ëèñü â ìàññå òåëà ê êîíöó ýêñïåðèìåíòà, çíà÷èìûõ ðàçëè-
÷èé â ìàññå òåëà, à òàêæå â äèíàìèêå íàáîðà ìàññû íå âû-
ÿâëåíî (ðèñ. 4, à). Ïîòðåáëåíèå âîäû è ïèùè â èññëåäóå-
ìûõ ãðóïïàõ òàêæå çíà÷èìî íå èçìåíèëîñü. Ïðè îöåíêå

184 Í. Â. Ïàëêèíà è äð.

Ðèñ. 4. Èçìåíåíèÿ ìàññû òåëà (à) è ñîäåðæàíèÿ â ïëàçìå êðîâè àëàíèíàìèíîòðàíñôåðàçû (ÀËÒ) è àñïàðòàòàìèíîòðàíñôåðàçû
(ÀÑÒ) (á), à òàêæå êðåàòèíà è ìî÷åâèíû (â) â ãðóïïàõ ìûøåé 1—5 íà ïðîòÿæåíèè ýêñïåðèìåíòàëüíîãî âîçäåéñòâèÿ.

à — ìûøàì ââîäèëè: 1 — PBS; 2, 3 — îòðèöàòåëüíûé êîíòðîëü â äîçàõ 5 (ÎÊ5) è 25 (ÎÊ25) ìã/êã ñîîòâåòñòâåííî; 4, 5 — èíãèáèòîð miR-204-5p â äîçàõ
5 (LNA5) è 25 (LNA25) ìã/êã ñîîòâåòñòâåííî.



ïî øêàëàì âíåøíåãî âèäà è äâèãàòåëüíîé àêòèâíîñòè æè-
âîòíûå âñåõ ãðóïï èìåëè ÿðêèé, íåçàãðÿçíåííûé êîæíûé
ïîêðîâ è õàðàêòåðèçîâàëèñü íîðìàëüíîé äâèãàòåëüíîé
àêòèâíîñòüþ ñ âûðàæåííûìè èçáåãàòåëüíî-îáîðîíèòåëü-
íûìè ðåàêöèÿìè â îòâåò íà ðàçäðàæèòåëè íà âñåì ïðîòÿ-
æåíèè ýêñïåðèìåíòà.

Êðîìå òîãî, ìû îöåíèâàëè óðîâíè íåêîòîðûõ áèîõè-
ìè÷åñêèõ ïîêàçàòåëåé â ïëàçìå êðîâè æèâîòíûõ, óêàçû-
âàþùèõ íà ãåïàòî- è íåôðîòîêñè÷íîñòü, — ÀËÒ, ÀÑÒ,
êðåàòèíèíà è ìî÷åâèíû. Çíà÷èìûõ êîëè÷åñòâåííûõ
ðàçëè÷èé ýòèõ ïîêàçàòåëåé òàêæå íå çàðåãèñòðèðîâàëè
(ðèñ. 4, á, â). Îöåíêà ñîñòîÿíèÿ âíóòðåííèõ îðãàíîâ
ïðè âñêðûòèè (ãîëîâíîãî ìîçãà, ëåãêèõ, ïå÷åíè, ïî÷åê,
ñåðäöà è ñåëåçåíêè) çíà÷èìûõ ìàêðîñêîïè÷åñêèõ ìîð-
ôîëîãè÷åñêèõ èçìåíåíèé íå âûÿâèëà. Îäíàêî îáíàðóæå-
íû ñòàòèñòè÷åñêè äîñòîâåðíûå íåñïåöèôè÷åñêèå èçìåíå-
íèÿ ìàññû ïå÷åíè, ñåëåçåíêè, ïî÷åê è ãîëîâíîãî ìîçãà
ó æèâîòíûõ, êîòîðûì ââîäèëè èíãèáèòîð è îòðèöàòåëü-
íûé êîíòðîëü â îáåèõ äîçèðîâêàõ (ïî ñðàâíåíèþ ñ æèâîò-
íûìè â ãðóïïå ââåäåíèÿ PBS), à òàêæå ñïåöèôè÷åñêîå
ñòàòèñòè÷åñêè çíà÷èìîå óìåíüøåíèå ìàññû ñåëåçåíêè è
ïî÷åê â ãðóïïå ââåäåíèÿ èíãèáèòîðà â äîçå 5 ìã/êã è óâå-
ëè÷åíèå ïå÷åíè ïðè èíãèáèðîâàíèè â äîçå 25 ìã/êã
(ðèñ. 5).

Ïðè ìèêðîñêîïè÷åñêîì èññëåäîâàíèè íà ñðåçàõ òêà-
íè ïå÷åíè íàáëþäàëè ñîõðàíåíèå áàëî÷íîãî è äîëüêîâîãî
ñòðîåíèÿ âî âñåõ ãðóïïàõ æèâîòíûõ, çà èñêëþ÷åíèåì
ãðóïïû èíãèáèðîâàíèÿ â äîçå 25 ìã/êã è ãðóïïû ââåäåíèÿ
îòðèöàòåëüíîãî êîíòðîëÿ â äîçå 25 ìã/êã: â ýòèõ ãðóïïàõ
íàáëþäàëè ÷àñòè÷íóþ ïîòåðþ áàëî÷íîñòè ñòðîåíèÿ îðãà-
íà. Ñîäåðæàíèå ãëèêîãåíà âî âñåõ èññëåäóåìûõ ãðóïïàõ
áûëî îäèíàêîâûì. Ãèñòîëîãè÷åñêèå ïðåïàðàòû òêàíè ïå-
÷åíè â ãðóïïàõ ââåäåíèÿ èíãèáèòîðà è îòðèöàòåëüíîãî
êîíòðîëÿ â äîçå 25 ìã/êã ïîêàçûâàþò äèôôóçíóþ ãèäðî-
ïè÷åñêóþ äèñòðîôèþ ðàçëè÷íîé ñòåïåíè âûðàæåííîñòè
(ðèñ. 6, à, á).

Íà ãèñòîëîãè÷åñêèõ ïðåïàðàòàõ òêàíè ïî÷åê âî âñåõ
ãðóïïàõ æèâîòíûõ êëóáî÷êè èìåþò ðåçêî âûðàæåííîå
ïîëíîêðîâèå êàïèëëÿðíûõ ïåòåëü. Â ãðóïïàõ ââåäåíèÿ
èíãèáèòîðà è îòðèöàòåëüíîãî êîíòðîëÿ â äîçå 25 ìã/êã
îòìå÷àåòñÿ äèôôóçíîå âåíîçíî-êàïèëëÿðíîå ïîëíîêðî-
âèå ñ ýðèòðîñòàçàìè. Â ãðóïïå ââåäåíèÿ ôîñôàòíî-ñîëå-
âîãî ðàñòâîðà ïðåîáëàäàþò ñîñóäû ñëàáîãî êðîâåíàïîë-

íåíèÿ. Äèñòðîôè÷åñêèå èçìåíåíèÿ â òêàíè íå îïðåäåëÿ-
ëèñü. Ãèñòîëîãè÷åñêàÿ êàðòèíà ïðåïàðàòîâ òêàíè ñåðäöà
âñåõ èññëåäóåìûõ ãðóïï áûëà îäèíàêîâîé. Êàðäèîìèîöè-
òû òîíêèå, ñ ïîä÷åðêíóòîé èñ÷åð÷åííîñòüþ, òîêñè÷åñêèõ
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Ðèñ. 5. Ìàññû âíóòðåííèõ îðãàíîâ ìûøåé â ãðóïïàõ 1—5 ïîñëå âñêðûòèÿ.

Ìûøàì ââîäèëè: 1 — PBS, 2 — 5 ìã/êã ÎÊ, 3 — 5 ìã/êã èíãèáèòîðà LNA, 4 — 25 ìã/êã ÎÊ, 5 — 25 ìã/êã LNA. Ñòàòèñòè÷åñêàÿ çíà÷èìîñòü ðàçëè÷èé ïî
ñðàâíåíèþ: à — ñ èíúåêöèåé PBS (1); á, â — ñ èíúåêöèåé ÎÊ â äîçå 5 (2) èëè 25 (4) ìã/êã (Ð = 0.0495).

Ðèñ. 6. Ãèñòîëîãè÷åñêèé ñðåç òêàíè ïå÷åíè ìûøè ïîñëå âîç-
äåéñòâèÿ èíãèáèòîðà LNA â äîçå 25 ìã/êã ïðè ðàçíîì óâåëè-

÷åíèè.

à — â öåíòðå âèäåí íåèçìåíåííûé ó÷àñòîê ïå÷åíè, íà ïåðèôåðèè âèäíû
ãåïàòîöèòû ñ ïðèçíàêàìè äèñòðîôèè; á — íà ïåðèôåðèè âèäíû ãåïà-
òîöèòû ñ âêëþ÷åíèåì âàêóîëåé â öèòîïëàçìå. Îêðàñêà ãåìàòîêñè-

ëèí-ýîçèíîì. Îá.: 20� (à) è 40� (á).



íåêðîçîâ íå âûÿâëåíî. ×àñòü ñîñóäîâ ñ ÿâëåíèÿìè âàçîäè-
ëÿòàöèè è ïåðèâàçàëüíûìè êðîâîèçëèÿíèÿìè.

Â ðàáîòå îöåíèâàëè óðîâíè ìÐÍÊ ìîëåêóëÿðíûõ
ìàðêåðîâ òîêñè÷åñêîãî ïîâðåæäåíèÿ ãåïàòîöèòîâ —
miR-122 è GAPDH (ãëèöåðàëüäåãèä-3-ôîñôàòäåãèäðîãå-
íàçà), òàê êàê ñíèæåíèå ýêñïðåññèè miR-122 è ïîâûøå-
íèå ýêñïðåññèè GAPDH â êëåòêàõ ïå÷åíè óêàçûâàþò íà
ÿâëåíèÿ öèòîòîêñè÷íîñòè íà áîëåå ðàííèõ ýòàïàõ, ÷åì ðå-
ãèñòðàöèÿ èçìåíåíèé áèîõèìè÷åñêèõ ïîêàçàòåëåé â ñû-
âîðîòêå (Girard et al., 2008; Lardizabal et al., 2012; Thakral,
Ghoshal, 2015). Íàìè ïîêàçàíû èçìåíåíèÿ, ïðîòèâîïî-
ëîæíûå èçìåíåíèÿì ïðè òîêñè÷íîñòè, à èìåííî óâåëè÷å-
íèå ýêñïðåññèè miR-122 âî âñåõ ãðóïïàõ, ïîëó÷èâøèõ èí-
ãèáèòîð è îòðèöàòåëüíûé êîíòðîëü, ïî ñðàâíåíèþ ñ áàçî-
âûì óðîâíåì ó ìûøåé, ïîëó÷èâøèõ PBS (ðèñ. 7, à), à
òàêæå çíà÷èìîå ñíèæåíèå ýêñïðåññèè GAPDH ïî ñðàâíå-
íèþ ñ îòðèöàòåëüíûì êîíòðîëåì, íî íåçíà÷èìîå ïî ñðàâ-
íåíèþ ñ áàçîâûì óðîâíåì â ïå÷åíè ó æèâîòíûõ, ïîëó÷èâ-
øèõ PBS (ðèñ. 7, á).

Òàêèì îáðàçîì, ïî ðåçóëüòàòàì îöåíêè âíåøíèõ ïà-
ðàìåòðîâ æèâîòíûõ è èõ äâèãàòåëüíîé àêòèâíîñòè, ìèê-
ðî- è ìàêðîñêîïè÷åñêèõ èçìåíåíèé â îðãàíàõ, à òàêæå ïî-
êàçàòåëåé áèîõèìè÷åñêèõ è ìîëåêóëÿðíûõ ìàðêåðîâ òîê-
ñè÷åñêîãî ïîâðåæäåíèÿ îðãàíèçìà ïîñëå âîçäåéñòâèÿ íà
îðãàíèçì ëàáîðàòîðíûõ æèâîòíûõ èíãèáèòîðîì miR-204
â èññëåäóåìûõ êîíöåíòðàöèÿõ, ìîæíî ñäåëàòü çàêëþ÷å-
íèå î òîì, ÷òî êðèòè÷åñêèõ èçìåíåíèé íà óðîâíå öåëîãî
îðãàíèçìà, à òàêæå îòäåëüíûõ îðãàíîâ, òêàíåé è êëåòîê,
óêàçûâàþùèõ íà âûðàæåííóþ òîêñè÷íîñòü è îãðàíè÷èâà-
þùèõ ïðèìåíåíèå LNA™ â êà÷åñòâå ìîäèôèêàòîðà àê-
òèâíîñòè ìèêðîÐÍÊ, â ÷àñòíîñòè miR-204-5p, íå ïðîèñ-
õîäèò.

Áèîèíôîðìàòè÷åñêèé àíàëèç ñèãíàëüíûõ ïóòåé, ðåãó-
ëèðóåìûõ miR-204-5p, îïðåäåëèë íåñêîëüêî ñèãíàëüíûõ
êàñêàäîâ, ïðèíèìàþùèõ ó÷àñòèå â ïðîöåññàõ êàíöåðîãå-
íåçà, â òîì ÷èñëå ñèãíàëüíûé ïóòü ýñòðîãåíîâ, ðåãóëÿöèÿ
ïëþðèïîòåíòíûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê, ìåëàíîãåíåç, íàðó-
øåíèÿ òðàíñêðèïöèè ïðè ðàêå (ñì. òàáëèöó). Ýòè ðåçóëü-
òàòû ñîãëàñóþòñÿ ñ äàííûìè èç ëèòåðàòóðû, ïîêàçûâàþ-
ùèìè, ÷òî miR-204-5p óñèëèâàåò äèôôåðåíöèðîâêó ìå-
çåíõèìíûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê â æèðîâîé òêàíè (He et al.,
2015), ó÷àñòâóåò â ïåðåïðîãðàììèðîâàíèè àöèíàðíûõ
êëåòîê ïîäæåëóäî÷íîé æåëåçû â èíñóëèíîïðîäóöèðóþ-
ùèå (Teichenne et al., 2015). Ïîìèìî ýòîãî, ìíîãî÷èñëåí-
íûå èññëåäîâàíèÿ óêàçûâàþò íà ó÷àñòèå miR-204-5p â
êàíöåðîãåíåçå ïîñðåäñòâîì ðàçëè÷íûõ ìåõàíèçìîâ (Yin
et al., 2014; Liu et al., 2015; Wang et al., 2016). Òàêèì îáðà-
çîì, ôóíêöèîíàëüíàÿ çíà÷èìîñòü miR-204-5p òðåáóåò
äàëüíåéøåãî èçó÷åíèÿ äëÿ ïîíèìàíèÿ åå ðîëè êàê â ôè-
çèîëîãè÷åñêèõ, òàê è â ïàòîëîãè÷åñêèõ ïðîöåññàõ. Èñ-
ïîëüçîâàíèå ñïåöèôè÷åñêèõ ìîäóëÿòîðîâ ìèêðîÐÍÊ ïî-
çâîëÿåò âûÿâëÿòü ôàêòè÷åñêèå ýôôåêòû ýòèõ ìîëåêóë.
Îöåíêà ïîêàçàòåëåé òîêñè÷åñêîãî âëèÿíèÿ ìîäóëÿòîðîâ
ìèêðîÐÍÊ âàæíà ñ òî÷êè çðåíèÿ âîçìîæíîñòè èñïîëüçî-
âàíèÿ ìèêðîÐÍÊ â êà÷åñòâå òåðàïåâòè÷åñêèõ ìèøåíåé.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî íàó÷íîãî ôîíäà (ïðîåêò 14-15-00074Ï).
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(ïî áàçå äàííûõ: DIANA miRPath v.3.0.)
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VIABILITY OF MELANOMA B16 CELLS IN VITRO AND TOXICITY EVALUATION

AFTER miR-204-5p (LNA™) INHIBITOR APPLICATION FOR THE miR-204-5p

EXPRESSION MODULATION IN MICE IN VIVO

N. V. Palkina, A. V. Komina, M. B. Aksenenko, R. N. Belonogov,

S. N. Lavrentiev, T. G. Ruksha*

Krasnoyarsk State Medical University, Department of Pathophysiology,

Krasnoyarsk, 660022;

* e-mail: tatyana_ruksha@mail.ru

MiR-204-5p belongs to oncosupressive microRNAs which levels were diminished in various cancer types.
Therefore the aim of this study was to evaluate miR-204-5p inhibition on melanoma cells viability as well as to
determine whether miR-204-5p LNA™-inhibitors application lead to toxic effects in vivo studies. MiR-204-5p
mimic/inhibitor application resulted to a slight most likely nonspecific modulation of melanoma cells prolifera-
tion after 96 h. Bioinformatic analysis revealed that miR-204-5p implicated in estrogen signaling pathway, lysi-
ne degradation, signaling pathways regulating pluripotency of stem cells, melanogenesis, transcriptional misre-
gulation in cancer, miR-204-5p LNA™-inhibitor injection into mice within two weeks weakly did not result to
toxic effects but resulted in miR-204-5p levels diminishing.

K e y w o r d s: miR-204-5p, LNA™-inhibitors, melanoma B16, ÌÒÒ, signal pathways.
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