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Иммунная терапия является одним из наиболее перспективных направлений в 
лечении онкологических заболеваний и направлена на повышение способности 
иммунной системы распознавать и элиминировать опухолевые клетки. Создание 
ингибиторов иммунных контрольных точек (ИКТ) на основе моноклональных 
антител, а также методов адоптивной клеточной терапии (АКТ) стало проры-
вом в иммунотерапии злокачественных новообразований, но несет в себе ряд 
серьезных ограничений в виде недостаточной эффективности, безопасности и 
рентабельности. Применение технологии РНК-интерференции открывает пер-
спективы создания принципиально новых ингибиторов ИКТ и как следствие раз-
работки более эффективных методов АКТ. В данном обзоре освещены основные 
проблемы и перспективы применения малых интерферирующих РНК (миРНК) 
в качестве ингибиторов ИКТ с целью оптимизации современных подходов АКТ.

Ключевые слова: иммунотерапия, адаптивная клеточная терапия, РНК-
интерференция, таргетная терапия, ингибиторы иммунных контрольных точек.
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Введение

В настоящее время онкологические заболевания 
занимают второе место в общей структуре 
смертности и представляют собой значимую 

медико-социальную проблему как в России, так и в 
большинстве стран мира. При этом обращает на себя 
внимание низкая эффективность стандартных под-
ходов лечения при диссеминированных опухолях, 
включающих операцию, а также химио- и лучевую 
терапии. Все больше данных указывает на то, что 
определяющим течение и прогноз многих онкологи-
ческих заболеваний является состояние и активность 
иммунной системы человека. В связи с этим все более 
перспективной стратегией лечения онкологических 
заболеваний на сегодняшний день становится при-
менение иммунотерапевтических подходов, одним 
из которых является адоптивная клеточная терапия 
(АКТ). Данный вид терапии подразумевает введение 
пациентам аутологичных активированных иммунных 
клеток, полученных ex vivo. На сегодняшний день 
существуют два основных направления АКТ: при-
менение лимфоцитов, инфильтрирующих опухоль 
(ОИЛ), а также опухоль-специфичных цитотоксиче-
ских генетически модифицированных лимфоцитов 
экспрессирующих гены химерных антигенных рецеп-
торов (CAR) к специфическим опухолевым антигенам, 
называемых CAR T-клетками [1] Однако несмотря на 
перспективность данного подхода, эффективность 
такой терапии считается невысокой [2]. Одной из 
причин низкой эффективности является иммуно-
супрессивное воздействие опухолевых клеток и их 
микроокружения на T-лимфоциты, приводящие к их 
«истощению», состоянию в основном обусловленному 
устойчивой экспрессией ключевых белков иммунных 
контрольных точек (ИКТ) (белок запрограммирован-
ной клеточной гибели 1 (PD-1), цитотоксический 
Т-лимфоцитарный антиген 4 CTL4), блокирующих 
эффекторные функции данных клеток. Активное из-
учение таких иммуносупрессивных взаимодействий 
привело к разработке новых коммерческих препа-
ратов на основе специфических антител в качестве 
ингибиторов ИКТ и внедрению их в клиническую 
практику либо в виде монотерапии различных видов 
злокачественных опухолей, либо в виде комбиниро-
ванной терапии совместно с CAR-Т клетками [3].

Отдельное место в области разработок новых 
методов клеточной иммунотерапии занимает при-
менение синтетических малых интерферирующих 
РНК (миРНК) для нокдауна генов PD-1 и CTLA4 в 
Т-лимфоцитах с целью повышения их эффектор-
ных функций при проведении АКТ [4]. Механизм 
действия миРНК заключается в запуске ими, после 
проникновения в клетку, фундаментального про-
цесса РНК-интерференции (РНКи), в результате 
которого происходит деградация матричной РНК 
целевого гена. Такой подход, безусловно, обладает 
рядом преимуществ в сравнении с применением 
моноклональных антител, малых молекул, а также 
другими технологиями антисмысловой терапии. 
Однако, одним из ограничений подобного подхода 
является сложность доставки миРНК в Т-лимфоциты, 
обуславливая актуальность разработки эффективных 
и нетоксичных способов доставки миРНК в данный 
вид клеток. В настоящем обзоре будут рассмотрены 
механизм РНКи, основные наиболее эффективные 
на настоящий момент способы доставки миРНК в 
первичные активированные Т-лимфоциты в экспе-
риментах ex vivo, а также отдельные случаи их по-
тенциального применения на примере подавления 
экспрессии генов PD-1 и PD-L1 в экспериментах in 
vitro и in vivo.

Иммунотерапия в онкологии. 
Контрольные точки иммунитета  
CTLA-4, PD-1 в качестве  
терапевтических мишеней

В основе иммунотерапии лежит восстановление 
противоопухолевого Т-клеточного иммунного ответа 
для элиминации клеток опухоли. Противоопухолевый 
иммунный ответ начинается с захвата антигенпре-
зентирующими клетками (АПК) опухолевых анти-
генов. После этого происходит этап распознавания 
Т-клеточными рецепторами (ТКР) Т-лимфоцитов опу-
холь-ассоциированных антигенов (ОАА), представ-
ленных на поверхности АПК совместно с молекулами 
главного комплекса гистосовместимости II класса 
(ГКГ, англ. MHC, major histocompatibility complex). 
Одновременно, для активации Т-лимфоцитов необхо-
димы дополнительные костимулирующие и коинги-

Immune therapy is one of the most promising areas of cancer treatment. It is aimed at a cascade of processes responsible 
for the antitumor immune response. The involved regulatory mechanisms become targets for various therapeutic approaches 
aimed at restoring the impaired functions of immune cells that eliminate cancer cells. The ability of malignant cells to 
affect receptors of immune checkpoints is one of the most important mechanisms for suppressing antitumor immunity. 
The development of immune check-point inhibitors (ICIs) based on monoclonal antibodies, as well as the methods of 
adoptive cell therapy (ACT), are a breakthrough in the immunotherapy of malignant diseases, but it carries a number of 
limitations such as insufficient efficiency, safety and cost-effectiveness. The use of RNA interference technologies opens 
up prospects for the development of fundamentally new class of ICIs and, as a consequence, the development of more 
efficient ACT methods. This review presents the main problems and prospects of the use of small interfering RNA (siRNA) 
as the ICIs are highlighted in order to optimize modern AKT approaches.
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бирующие сигналы, контролирующие выраженность 
и длительность иммунного ответа, а также иммуноло-
гическую толерантность. Так, помимо распознавания 
ОАА, для активации Т-лимфоцитов одновременно 
необходим второй костимулирующий сигнал в виде 
связывания рецептора CD28 на Т-клетке с CD80 или 
CD86 на поверхности АПК (рис. 1А) [5, 6]. Без кости-
муляции CD28 рецепторов на поверхности Т-клеток 
их активации не происходит, и они переходят в со-
стояние анергии или апоптоза. Это один из основных 
механизмов периферической толерантности [6]. Этот 
этап противоопухолевого иммунного ответа проис-
ходит в лимфатическом узле.

На следующем этапе активированные эффектор-
ные цитотоксические Т-лимфоциты (ЦТЛ) мигрируют 
в опухоль, клетки которой презентируют на своей по-
верхности антигены в комплексе с ГКГ I класса. При 
распознавании опухолевого антигена в комплексе с 
ГКГ I класса с помощью TКР ЦТЛ выделяют гранзимы 
и перфорины и другие цитотоксические сигналы и 
обеспечивают лизис опухолевой клетки (рис. 1Б) [7].

Существуют строгие механизмы регуляции про-
тивоопухолевого иммунного ответа на всех этапах 
с целью предотвращения избыточной активации 
и появления аутореактивных клонов Т-клеток. Так, 
Т-клетки экспрессируют ко-ингибирующие молекулы 
CTLA4 и PD-1, действующие как негативные регулято-
ры активации для предотвращения развития избыточ-
но сильного иммунного ответа. CTLA4, представляет 
собой мембранный рецептор, который связывает 
комплексы CD80 и CD86 на поверхности АПК. CTLA4 
конкурирует с активирующим сигналом от CD28 и 

подавляет каскад реакций от ТКР при презентации 
антигена Т-лимфоциту, ингибируя тем самым его 
активацию (рисунок 1А) [6, 8]. Также на поверхности 
уже активированных Т-лимфоцитов расположен 
рецептор PD-1, функция которого заключается в 
предотвращении активации сигнального каскада и 
снижении пролиферации, цитотоксичности и высво-
бождения из них различных цитокинов. PD-1 имеет 
лиганды программируемой клеточной гибели PD-L1 
(programmed cell death ligand 1) и PD-L2 (programmed 
cell death ligand 2), которые могут находиться на по-
верхности как АПК, так и опухолевых клеток [8].

Данные регуляторные механизмы могут быть ис-
пользованы опухолевыми клетками для ускользания 
от иммунного ответа. Клетки опухоли способны воз-
действовать на ИКТ (CTLA4, PD-1), подавляя функцию 
ЦТЛ, а также увеличивать экспрессию иммуносу-
прессивных молекул PD-L1, которые, связываясь с 
рецептором PD-1 на поверхности активированных 
Т-лимфоцитов, подавляют противоопухолевый им-
мунный ответ [9]. 

Современная иммунотерапия в онкологии пред-
ставляет собой применение одного из трех подходов 
или их комбинацию: проведение АКТ, использование 
моноклональных антител – ингибиторов ИКТ (рис. 1), 
а также использование противоопухолевых вакцин. 
В то время как ингибиторы ИКТ на основе монокло-
нальных антител позволяют повысить активность уже 
существующих в организме иммунокомпетентных 
клеток, противоопухолевые вакцины и АКТ пред-
ставляют собой заместительную клеточную терапию, 
основанную на выделении из периферической крови 

Рис. 1. Механизм функционирования иммунных контрольных точек и их ингибиторов
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пациента клеток иммунной системы, их экспансии 
ex vivo, активации, а также генетической модифика-
ции с целью приобретения ими противоопухолевых 
свойств, и последующей реинфузии [1, 10]. 

АКТ стала прорывным направлением в лечении 
ряда онкологических заболеваний. На сегодняшний 
день существует два основных направления АКТ. 
Первое заключается в применении ОИЛ. Первые ра-
боты по их выделению и использованию в качестве 
инструмента адоптивной клеточной терапии были 
выполнены исследовательской группой Розенберга в 
Национальных институтах здравоохранения США в 
80-х годах. Было показано, что выделенные из ткани 
опухоли экспериментальных животных лимфоциты, 
культивированные in vitro c лимфокинами и в по-
следующем аутологично введенные им, приводили к 
уменьшению размеров опухоли [11]. Основная кон-
цепция эффективности такого метода заключается в 
устранении иммунносупрессивного воздействия опу-
холевого микроокружения на ЦТЛ [12]. К настоящему 
моменту эффективность данного подхода показана 
на разных видах злокачественных опухолей, включая 
рак шейки матки, почки, молочной железы, а также 
немелкоклеточный рак легких [1]. Значительный про-
гресс достигнут при лечении пациентов с метастати-
ческой меланомой, для которых противоопухолевый 
эффект такого вида терапии может достигать 50% [13]. 
При этом терапевтическая эффективность данного 
подхода ограничена иммуногенностью конкретной 
злокачественной опухоли [14].

В дальнейшем с развитием молекулярно-ге-
нетических методов появилось следующее более 
перспективное направление АКТ - терапия опухоль-
специфичными цитотоксическими генетически 
модифицированными лимфоцитами. Данный вид те-
рапии заключается в выделении из периферической 
крови пациентов Т-лимфоцитов и их последующей 
генетической модификацией in vitro, позволяющей 
клеткам синтезировать ТКР, которые смогут рас-
познать заранее заданный ОАА, презентируемый 
на поверхности опухолевой клетки-мишени в ком-
плексе с ГКГ. Результаты клинических исследований 
показали, что противоопухолевый ответ на такую 
терапию может достигать 30% [15]. Однако хорошо 
известно, что многие виды злокачественных опухо-
лей могут избегать Т-клеточного иммунного ответа 
путем снижения или прекращения продукции клеткой 
ГКГ, через который происходит презентация анти-
гена модифицированному ТКР [16]. В связи с этим 
для повышения эффективности клеточной терапии 
были созданы генетически модифицированные 
Т-лимфоциты с CAR рецепторами на поверхности, 
которые были названы CAR-T клетками. В большин-
стве случаев CAR-рецепторы на этих клетках состоят 
из внеклеточного антиген распознающего фрагмента, 
связанного с внутриклеточным доменом сигнали-
зации, состоящего из костимулирующего домена 

и участка Т-клеточной активации. Данные клетки 
выполняют такую же эффекторную функцию, как и 
Т-клетки с генетически модифицированным ТКР, но 
независимо от экспрессии ГКГ [17]. 

В настоящее время использование CAR-T клеток 
одобрено управлением по санитарному надзору за 
качеством пищевых продуктов и медикаментов (Food 
and Drug Administration, FDA) США для лечения острого 
лимфобластного лейкоза, а также B-клеточных лим-
фом и хронического лимфолейкоза [18]. Однако не-
смотря на достигнутый успех, в клинической практике 
применение CAR-T клеток имеет существенные недо-
статки, связанные с эффективностью и безопасностью 
данного вида терапии. Во-первых, эффективность при-
менения такой терапии обусловлена правильностью 
подбора поверхностного специфического опухолевого 
антигена, который, должен присутствовать на поверх-
ности большинства опухолевых клеток и одновремен-
но отсутствовать на поверхности здоровых клеток. 
Во-вторых, существуют серьезные побочные эффекты, 
среди которых можно выделить развитие у пациентов 
синдрома цитокинового шторма, приводящего в ряде 
случаев к летальному исходу, а также нейротоксическо-
го эффекта, патогенез которого до сих пор не установ-
лен [19, 20]. Помимо указанных ограничений, следует 
отметить, что эффективность терапии CAR-T клетками 
во многом зависит от вида опухоли и ее микроокруже-
ния, что может обуславливать иммуносупрессивное 
воздействие на эти клетки [2].

Перспективным на сегодняшний день направлени-
ем для преодоления супрессорного иммунологическо-
го действия опухолевого микроокружения солидных 
опухолей является комбинированная терапия CAR-Т 
клетками с ингибиторами ИКТ на основе монокло-
нальных антител, которая уже применяется в клини-
ческих исследованиях [3, 21, 22]. Однако для этого 
вида терапии описаны системные побочные реакции, 
вызванные действием антител на аутореактивные 
Т-клетки пациента, и определение безопасности при-
менения такой комбинации требует дополнительных 
исследований. Также с целью увеличения эффектив-
ности такой терапии использую технологию редак-
тирования генома с помощью сайт-специфических 
нуклеаз CRISPR/Cas9 (clustered regularly interspaced 
short palindromic repeats/Cas) [23]. Технология CRISPR/
Cas9 позволяет вносить разрывы в нуклеотидную 
последовательность генов-мишеней, что приводит к 
стойкой репрессии этих генов. Так было показано, что 
анти- CD19 CAR-T лимфоциты c «вырезанным» геном 
PD-1 c помощью нуклеаз CRISPR/Cas9 демонстрируют 
более выраженную противоопухолевую эффектив-
ность в экспериментах in vivo [24]. Но несмотря на 
то, что технология редактирования генома в качестве 
инструмента ингибирования ИКТ способствует пре-
одолению иммуносупрессивного воздействия опухоли 
и повышает противоопухолевую эффективность CAR-T 
клеток в экспериментах in vitro, остро встает проблема 
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безопасности такой терапии. Редактирование генома 
с нокаутом генов иммунных чек-пойнтов приводит к 
отключению регуляции иммунного контроля на весь 
период жизни лимфоцитов, вводимых пациенту, что 
влечет за собой возможные серьезные побочные эф-
фекты аутоиммунной природы.

Таким образом, разработка новых методов, спо-
собных повысить эффективность и безопасность АКТ 
несет в себе большие перспективы для практической 
онкологии и позволит преодолеть существующие 
клинические проблемы. К настоящему времени 
все больше появляется данных, что одним из таких 
подходов для АКТ может выступать использование 
механизма РНК-интерференции [25].

РНК-интерференция.  
Малые интерферирующие РНК в 
качестве средств терапии онкологических 
заболеваний. Перспективы увеличения 
эффективности АКТ 

С момента своего открытия (А. Fire и С. Mello, 1998) 
механизм РНКи превратился в эффективный метод 
подавления экспрессии генов (сайленсинга) в эука-
риотических клетках. В основе данной технологии 
лежит деградация матричной РНК (мРНК) гена-мише-
ни и, как следствие, ингибирование трансляции белка 
при помощи малых интерферирующих РНК (миРНК).

К настоящему времени для использования меха-
низма РНКи с целью подавления экспрессии генов 
в эукариотических клетках были разработаны две 
основные стратегии: введение в клетки синтетиче-
ских молекул миРНК или внутриклеточная доставка 
коротких шпилечных РНК (shРНК, short hairpin RNA) 
в составе плазмидных векторов, которые после транс-
ляции подвергаются внутриклеточному процессингу в 
активные миРНК (рис. 2) [26], представляющие собой 
короткие молекулы РНК длиной 21–25 нуклеотида 
с двумя неспаренными нуклеотидами на 3’-конце. 
Механизм РНКи включает в себя несколько этапов. 
На первом этапе происходит процессинг коротких 
двуцепочечных миРНК из длинных молекул пред-
шественников при помощи рибонуклеазы Dicer. 
На следующем этапе осуществляется расплетание 
дуплексов миРНК ферментами геликазами, и одно-
цепочечная антисмысловая цепь миРНК включается 
в эффекторные рибонуклеопротеиновые комплексы 
RISC (RNA-induced silencing complex), состоящие в 
основном из белков семейства аргонавтов (Argonaute, 
Ago). Далее комплексы RISС c миРНК направляются к 
мРНК-мишени и комплементарно связываются с ней 
в участках, полностью комплементарных последо-
вательности миРНК, после чего мРНК подвергается 
расщеплению белком Ago, за счет его эндонуклеазной 
активности [27, 28].

Сразу после открытия механизм РНКи стали ис-
пользовать как специфичный и эффективный способ 
подавления экспрессии различных генов, в том числе 

участвующих в патогенезе злокачественных новооб-
разований [29]. Гены, участвующие в процессе онко-
генеза, неоангиогенеза, пролиферации и регуляции 
клеточного цикла широко используют в качестве 
мишеней при разработке таргетных (от англ. target-
мишень) противоопухолевых препаратов на основе 
миРНК в экспериментах in vitro, а также на различных 
экспериментальных опухолевых моделях животных 
[30]. Такой активный интерес со стороны исследовате-
лей вызван тем, что использование миРНК для созда-
ния таргетных препаратов в лечении онкологических 
заболеваний имеет ряд преимуществ [31]. Так миРНК 
являются высокоспецифичными и действуют на 
уровне мРНК в отличие от малых молекул и монокло-
нальных антител, мишенями которых являются белки. 
Конформационные изменения белков-мишеней 
вследствие точечных мутаций в кодирующих их генах 
могут приводить к развитию резистентности к проти-
воопухолевой терапии препаратами на основе малых 
молекул и потребуют высокозатратной и длительной 
разработки препаратов нового поколения в отличие 
от простоты дизайна и экономической доступности 
химического синтеза нуклеотидной последователь-
ности миРНК. В отличие от антител, направленных на 
рецепторы, локализованные на поверхности клеток, 
миРНК действуют непосредственно на мРНК гена 
данных белков и могут быть направлены на мишени 
любой клеточной локализации. Кроме того, таргетные 

Рис. 2. Схематическое изображение механизма РНКи 

А.А. Богданов, В.В. Высочинская, А.А. Корнев, А.К. Емельянов и др.



209Т. 22, №3 – 2021

препараты для лечения онкологических заболеваний 
на основе миРНК могут включать в себя сразу ком-
бинацию целого ряда миРНК для одновременного 
ингибирования нескольких генов-мишеней, а выбор 
мишеней может быть легко модифицирован в зави-
симости от конкретных клинических задач.

Следует отметить перспективность применения 
миРНК в случае АКТ для подавления экспрессии ИКТ 
в модифицированных СAR T-клетках. Ранее для этих 
целей была показана эффективность технологии 
CRISPR/Cas9 [27]. Однако применение миРНК в от-
личие от технологии редактирования генома позво-
ляет добиваться временного подавления экспрессии 
целевых генов ИКТ в CAR-T-клетках, в связи с чем 
потенциально является более безопасным подхо-
дом. Недавние исследования продемонстрировали, 
что CAR-T клетки, трансфецированные молекулами 
миРНК против только PD-1 отдельно или в комбина-
ции с миРНК против CTLA-4, показывают значительно 
большую цитотоксическую эффективность в отноше-
нии клеток меланомы по сравнению контрольными 
CAR-T клетками [4]. Помимо этого, было показано, что 
ОИЛ, экспансированные в присутствии миРНК против 
PD-1, также демонстрируют повышенный противо-
опухолевый эффект по сравнению с контролем [32].

Проблема доставки миРНК  
в клетки-мишени

К настоящему времени показано, что препараты на 
основе миРНК обладают рядом преимуществ по срав-
нению с существующими подходами таргетной тера-
пии онкологических заболеваний. Однако препят-
ствием на пути их клинического применения является 
разработка эффективного метода доставки миРНК в 
клетки-мишени, поскольку пассивное проникновение 
отрицательно заряженной с высоким молекулярным 
весом миРНК через мембрану клеток, которая также 
на своей поверхности несет отрицательный заряд, 
затруднено. Считается, что эффективная и безопасная 
система доставки миРНК в клетки при применении in 
vivo должна удовлетворять следующим условиям: за-
щищать молекулы миРНК от деградации нуклеазами, 
позволять избегать быстрой почечной фильтрации, 
захвата системой мононуклеарных фагоцитов (ма-
крофагов и клеток Купфера печени), обеспечивать 
транспорт молекул миРНК в опухолевые клетки-ми-
шени, а также после проникновения внутрь клеток 
миРНК в комплексе с системой доставки должны быть 
способны высвободиться в цитоплазму для реализа-
ции своего биологического эффекта [27, 28]. Таким 
образом, система доставки должна формировать 
комплекс с миРНК, защищать от деградации эндо-
нуклеазами, увеличивать длительность циркуляции 
в крови, эффективно доставлять в клетки-мишени и 
обладать механизмом высвобождения.

За последние годы достигнут значительный 
прогресс в области разработки терапевтических 

средств на основе миРНК для лечения онкологи-
ческих заболеваний с использованием различных 
способов доставки на основе невирусных носителей 
(векторов), включая липосомы, липидные наноча-
стицы (ЛНЧ), катионные полимеры, аптамеры, про-
никающие в клетку пептиды как в экспериментах in 
vitro, так и in vivo [33]. Общим для таких носителей 
является их положительный заряд, за счет которого 
происходит электростатическое взаимодействие 
и комплексообразование вектора с отрицательно 
заряженными молекулами миРНК. Полученные ком-
плексы с носителями размером как правило до 1 мкм 
обеспечивают защиту миРНК от действия нуклеаз, 
проникновение миРНК в клетку путем эндоцитоза и/
или макропиноцитоза и высвобождение из эндосо-
мы в цитоплазму клетки для реализации механизма 
РНКи. Для реализации таргетности доставки часто 
используют модификацию системы доставки спец-
ифическими лигандами, способными связываться с 
определенным рецептором на поверхности клеток-
мишеней [26].

Среди невирусных систем доставки наиболее 
перспективными являются ЛНЧ, первая система до-
ставки миРНК, одобренная FDA для клинического 
применения. ЛНЧ представляют собой сферические 
замкнутые частицы, которые состоят из липидного 
бислоя, содержащего смесь катионных и фузогенных 
липидов, коньюгированных с молекулами полиэти-
ленгликоля (ПЭГ) [34]. Во внутреннюю водную фазу 
липидов «загружаются» молекулы миРНК во время 
приготовления ЛНЧ. Катионные липиды в составе 
ЛНЧ обеспечивают комплексообразование с миРНК 
и взаимодействие с отрицательно заряженными 
группами на поверхности клеточной мембраны, а 
фузогенные инициируют процесс эндоцитоза ком-
плекса ЛНЧ/миРНК и эндосомального высвобожде-
ния миРНК в цитоплазму клеток. Оказавшись внутри 
эндосомы, низкий рН способствует протонированию 
липидов, что вызывает дестабилизацию эндосомаль-
ной мембраны и последующее высвобождение миРНК 
в цитозоль. Модификация ЛНЧ молекулой ПЭГ по-
зволяет увеличивать время циркуляции в крови [35]. 
Большинство препаратов на основе миРНК, разра-
ботанные для лечения онкологических заболеваний 
и дошедшие до этапа клинических исследований, 
основаны на применении ЛНЧ в качестве средства 
доставки [36]. Первым препаратом на основе миРНК 
и ЛНЧ, одобренным FDA для лечения пациентов с 
редким наследственным заболеванием транстиретин-
опосредованным амилоидозом, обусловленным нако-
плением патологической формы белка транстиретина 
в гепатоцитах, в 2018 г стал патисиран (Patisiran, ALN-
TTR02, Alnylam Pharmaceuticals) [37]. Важно отметить, 
что доставка миРНК в органы-мишени с помощью 
ЛНЧ не универсальна и пока демонстрирует недоста-
точную эффективность при лечении патологических 
процессов другой локализации. 
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Основные подходы в разработке средств 
доставки миРНК в Т-лимфоциты. 
Проблемы и перспективы

Следует отметить, что широко используемые в экс-
периментальной практике и упомянутые системы до-
ставки миРНК в клетки на основе катионных липидов, 
катионных полимеров, в том числе проникающих в 
клетки пептидов, не могут быть применимы в полной 
мере в отношении Т-лимфоцитов из-за низкой эф-
фективности трансфекции миРНК в данные клетки. 
Это обусловлено низким суммарным отрицательным 
зарядом на мембране Т-лимфоцитов и как следствие 
снижением связывания с трансфецирующим ком-
плексом [38, 39]. С целью повышения эффективности 
доставки такие системы доставки должны быть моди-
фицированы клеточно-специфичными лигандами, 
такими как антитела и аптамеры, что усложняет про-
изводство, повышает стоимость таких препаратов. 

На сегодняшний день существует несколько под-
ходов для решения проблемы доставки миРНК в 
Т-лимфоциты человека, которые уже продемонстри-
ровали успехи в экспериментах in vitro. Показана 
перспективность применения физических методов, 
таких как электро- и фотопорация, а также исполь-
зование химических модификаций молекул миРНК, 
приводящих к возможности проникновения внутрь 
клетки без использования специальных носителей и 
коньюгирование миРНК со специфическими лиган-
дами, такими как аптамеры.

Физические методы доставки миРНК  
в клетки

Электропорация и нуклеофекция
Электропорация представляет собой физический 

метод трансфекции, используемый для введения мо-
лекул нуклеиновых кислот (плазмидная ДНК, РНК) 
внутрь клетки. В основе метода лежит действие им-
пульсов высокого напряжения на клетки, в результате 
которого образуются временные поры в билипидном 
слое мембраны, позволяя молекулам проникать в 
клетку (рис. 3А). Основным недостатком метода 
электропорации является снижение жизнеспособно-
сти клеток вследствие повреждения их электрическим 
импульсом чрезмерной продолжительности или ин-
тенсивности [40]. Для минимизации данных эффектов 
активно проводятся работы по оптимизации условий 
электропорации для различных клеточных культур. 
В этом отношении на сегодняшний день достигнут 
значительный успех, и данный метод применяется для 
доставки миРНК в первичные Т-лимфоциты (вклю-
чая нестимулированные клетки) [41–43] с высокой 
эффективностью трансфекции (близкой к 95%) и 
минимальным влиянием на их жизнеспособность и 
функцию [44].

Еще одним перспективным методом доставки 
молекул нуклеиновых кислот в различные клеточные 

культуры является нуклеофекция. В основе нуклео-
фекции также лежит метод электропорации, который 
демонстрирует большую эффективность доставки с 
сохранением жизнеспособности клеток за счет оп-
тимизации условий ее проведения (рис. 3Б). Данный 
метод был изобретен и запатентован биотехнологи-
ческой компанией Amaxa, входящей в состав Lonza 
Group, в 2002 г. Использование данного подхода, а 
также предустановленных программ прибора, позво-
ляет с высокой эффективностью проводить доставку 
нуклеиновых кислот в клетки различных линий, 
включая трудно трансфецируемые первичные кле-
точные культуры, такие как T-лимфоциты. Так, было 

Рис. 3. Схематическое изображение методов 
электропорации (А) и нуклеофекции (Б)
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показано, что Т-клетки, трансфецированные миРНК 
против PD-1, обладают более высокой цитотоксиче-
ской активностью в отношении клеток меланомы по 
сравнению с контролем [45].

Однако, несмотря на высокую эффективность до-
ставки миРНК в клетки у данного подхода также име-
ются недостатки. Использование предустановленных 
программ для проведения нуклеофекции приводит к 
невозможности оптимизировать протоколы для по-
вышения эффективности трансфекции. Так же следует 
отметить достаточно высокий процент погибших 
клеток при применении этой методики. Еще одним 
существенным недостатком как электропорации, так 
и нуклеофекции является большой расход миРНК (в 
десятки раз большее) по сравнению с другими мето-
дами трансфекции [46-48].

фотопорация
Недавно был разработан принципиально новый 

физический метод трансфекции, основанный на 
применении золотых наночастиц и импульсного ла-
зерного излучения [49, 50]. В основе данного подхода 
лежит проникновение макромолекул через плазмати-
ческую мембрану за счет фототермических эффектов 
от золотых наночастиц, прикрепленных к поверх-
ности клетки, которые облучаются лазером (рис. 4).

Свойство поверхностного плазмонного резонанса 
позволяет золотым наночастицам эффективно пре-
образовывать свет в тепловую энергию. Короткие ла-
зерные импульсы высокой интенсивности вызывают 
быстрое повышение температуры золотых наноча-
стиц, испарение воды и образование наноразмерных 
пузырьков водяного пара [51]. В течение десятков 
наносекунд пузырьки водяного пара способствуют по-
явлению волн высокого давления, вызывая локальное 
повреждение мембраны с обратимым образованием 
в ней пор, через которые миРНК, могут проникать в 
цитоплазму клетки [52, 53]. В тоже время при малой 
энергии излучения происходит локальный нагрев 
мембраны в местах прикрепления золотых наноча-
стиц с последующим образованием пор за счет ло-

кального фазового перехода липидного бислоя) или 
термической денатурации интегральных гликопро-
теинов, через которые молекулы миРНК также могут 
проникать в клетки, но с меньшей эффективностью, 
чем в случае образования пор посредством пузырьков 
водяного пара. Кроме того, локальный нагрев мембра-
ны может способствовать возникновению клеточной 
гипертермии и снижению жизнеспособности клеток 
[54]. В связи с этим наиболее предпочтительным 
способом доставки миРНК в клетки является фото-
порация посредством коротких лазерных импуль-
сов высокой интенсивности. Следует отметить, что 
данный метод доставки миРНК продемонстрировал 
свою эффективность на различных культурах кле-
ток, включая трудно трансфецируемые первичные 
лимфоциты. При этом в сравнении с нуклеофекцией, 
фотопорация показала гораздо меньшее влияние на 
жизнеспособность клеток [40]. Полученные резуль-
таты доказывают потенциал метода фотопорации, 
как более совершенного альтернативного существу-
ющим на сегодня физическим методам доставки в 
первичные суспензионные клетки как для терапев-
тических, так и для диагностических целей. И хотя 
метод отличается меньшей токсичностью для клеток, 
остальные проблемы связанные с доставкой миРНК 
с использованием метода электропорации все еще 
остаются нерешенными.

Химически-модифицированные 
самодоставляемые миРНК 

На сегодняшний день существует множество 
подходов химических модификаций нуклеиновых 
кислот, входящих в состав миРНК, позволяющих по-
высить ее устойчивость к действию РНКаз сыворотки 
крови, а также эффективность загрузки в комплексы 
RISС [55]. Однако наиболее перспективным является 
модификация за счет ковалентного коньюгирования 
миРНК с молекулами, увеличивающими тропность к 
клеточной мембране и обеспечивающими проник-
новение ее в клетку, которым относятся холестерин, 
различные пептиды, антитела, аптамеры и биополи-

Рис. 4. Схема стандартного эксперимента по фотопорации клеток: А) адгезия золотых наночастиц на поверхности клеток; 
Б) отмывка клеток от не связавшихся наночастиц; В) инкубирование клеток в присутствии миРНК; Г) облучение клеток 
с использованием коротких (<10 нс) лазерных импульсов высокой интенсивности; Д) облучение клеток с использованием 

лазерного излучения небольшой интенсивности

А) В)

Б)

Г)

Д)
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меры с различными физико-химическими свойства-
ми. Было показано, что присоединение 30-й группы 
холестерина к смысловой цепи миРНК облегчает ее 
проникновение в эукариотические клетки [56], и такие 
миРНК получили название «самодоставляемые» (англ. 
self-delivering) миРНК (рис. 5). Данный тип миРНК 
успешно использовался в экспериментах по РНКи в 
различных первичных иммунных клетках, включая 
макрофаги и Т-лимфоциты, а также на модели in vivo 
и несет в себе большой потенциал для дальнейшего 
клинического применения [57]. 

Недавно Ligtenberg и др. использовали данную 
стратегию для доставки PD-1-специфической миРНК 
в ОИЛ. Интересно отметить, что ОИЛ, экспансирован-
ные в присутствии миРНК против PD-1, проявляли 
более высокую цитотоксическую активность в от-
ношении аутологичных опухолей по сравнению с 
контрольными ОИЛ [32]. 

Аптамер-миРНК-коньюгаты
Аптамеры представляют собой большой класс 

синтетических одноцепочечных молекул ДНК или 
РНК (6–30 кДа), обладающих высокой селективной 
аффинностью к целевым белкам и рецепторам клетки 
за счет способности формировать определенную про-
странственную структуру. Для получения аптамеров 
используется технология SELEX (systematic evolution 
of ligands by exponential enrichment – систематическая 
эволюция лигандов путем экспоненциального обо-
гащения), которая позволяет проводить селекцию и 
наработку высокоаффинных последовательностей 
против таргетных молекул различной природы 
(аминокислоты, пептиды, белки, антибиотики и др). 
Аптамеры в качестве лекарственных средств сочетают 

в себе преимущества моноклональных антител в виде 
высокой аффиности, специфичности, небольшого 
размера, низкой токсичности и иммуногенности 
вместе с простотой синтеза и модификации. В связи 
с чем аптамеры часто называют «химическими анти-
телами» [58]. 

Несколько последних исследований продемон-
стрировали многообещающие результаты по до-
ставке миРНК коньюгированных с аптамерами в 
T-лимфоциты in vivo [59]. Для подобных эксперимен-
тов обычно используются аптамеры с высокой аф-
финностью и селективностью к антигенам лимфоци-
тов, коньгированных с антисенс-нуклеотидами в том 
числе с миРНК для таргетной доставки и подавления 
экспрессии генов -мишеней [60]. В другом исследо-
вании Herrmann и соавт. показали, что коньюгаты, 
состоящие из аптамера к CTLA-4 и миРНК против 
фактора транскрипции STAT3 эффективно проникают 
в супрессированные опухолью CD8+ Т-лимфоциты, 
Т-регуляторные клетки и CTLA4-экспрессирующие 
злокачественные T-лимфоциты. Было обнаружено, 
что такие коньюгаты при системном введении ин-
гибировали опухолевый рост и метастазирование 
на различных мышиных онкологических моделях, 
включая Т-клеточную лимфому [61].

Важно отметить, что существуют и препятствия 
для трансляции потенциальных препаратов на ос-
нове аптамеров и миРНК в клиническую практику, 
основным из которых является недостаточное эндо-
сомальное высвобождение доставляемой молекулы в 
цитоплазму клетки. Было показано, что только 1–5% 
проникающих в клетку коньюгатов аптамер-миРНК 
способны высвобождаться в цитозоль клетки из со-
става эндосомы и загружаться в комплексы RISC [62]. 
Кроме того, требуется дальнейшее более глубокое 

Рис. 5. Механизм проникновения в эукариотические клетки «самодоставляемых» миРНК [57]: А) проникновение не 
модифицированной миРНК внутрь клетки невозможно из-за отталкивания от отрицательно заряженной мембраны за 
счет кулоновских сил; Б) присоединение 30-й группы холестерина к смысловой цепи миРНК облегчает ее проникновение в 

эукариотические клетки; В) химическая структура холестерола с TEG (триэтиленгликоль)-линкером

А)

Б)

В)
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изучение фармакокинетики, фармакодинамики и по-
тенциальной токсичности таких коньюгатов, прежде 
чем подобные препараты смогут войти в клиническую 
практику [63].

Заключение 
Использование в клинической практике систем-

ной комбинированной терапии ИКТ на основе моно-
клональных антител в сочетании с методами АКТ за 
последнее десятилетие позволило улучшить прогноз 
пациентов со злокачественными новообразования-
ми различной локализации, однако, ее применение 

все еще ограничено в связи с возникновением у 
пациентов иммуноопосредованных побочных эф-
фектов. Также остается непонятным, какие именно 
комбинированные методы лечения оптимальны для 
эффективной трансляции их в клиническую практику. 
В связи с этим существующие данные по эффектив-
ности применения ИКТ на основе миРНК на стадиях 
доклинических разработок на различных опухолевых 
моделях, в том числе в качестве комплексной терапии 
с методами АКТ, обнадеживают и открывают перспек-
тивы разработки новых методов иммунотерапии для 
онкологических больных.
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