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Сегодня многие природные механизмы используются для создания новых подходов в терапии и диагностике различных заболеваний. Одним из таких механизмов защиты клетки от вирусов является РНК-интерференция, основанная на селективном каталитическом расщеплении целевой мРНК белковым комплексом RISC с комплементарными миРНК (малыми интерферирующими РНК). В результате происходит подавление экспрессии белка, транслируемого с данной мРНК. Возможно использование синтетических миРНК, которые также рекрутируются комплексом RISC и функционально активны. При этом проводится химическая модификация РНК для увеличения стабильности миРНК к действию нуклеаз. Кроме стабилизации миРНК стоит проблема адресной доставки в орган/ткань и внутрь клетки. На сегодняшний день существует довольно много методов доставки РНК in vivo. Это и липидные наночастицы, и полимерные наноконтейнеры, и коньюгаты РНК с различными макромолекулами (ДНК, антитела, полимеры), наночастицами металлов и лигандами клеточных рецепторов.
В рамках этой работы был осуществлен синтез новых конъюгатов миРНК с различными производными N-ацетилгалактозамина (GalNAc). GalNAc является лигандом асиалогликопротеинового рецептора (ASGPR), который селективно экспрессируется в гепатоцитах и ранее был использован для рецептор-опосредованной доставки различных коньюгатов. Для этого нами было реализовано две стратегии синтеза – использование твердофазного носителя для олигонуклеотидного синтеза, содержащего иммобилизованное производное GalNAc и носитель, позволяющий получить РНК с терминальным алкином. В первом случае было проведено стандартное удаление защит и очистка методами ионообменной и обращенно-фазовой хроматографии, во втором – после очистки проводилась реакция медь-катализируемого 1,3-биполярного циклоприсоединения с азидопроизводным GalNAc. Чистота конъюгатов была подтверждена методами ВЭЖХ и масс-спектрометрии. Нами были синтезированы три известные миРНК – для ингибирования ASHA1 (кошаперон, экспрессирующийся во всех типах клеток), ApoB (аполипопротеин, потенциальная мишень для терапии гиперхолестеринимии) и люциферазы (негативный контроль). Так как ранее было показано, что стандартные клеточные линии гепатоцитов (HepG2, Hepa1-6, Huh7 и др.) содержат сниженное количество ASGPR рецепторов, то для проверки конъюгатов были выбраны первичные гепатоциты мыши. Для них также наблюдается уменьшение количества рецептора со временем, поэтому работа проводилась со свежевыделенными гепатоцитами. Методами количественного ОТ-ПЦР и вестерн-блота было показано, что при обработке первичных гепатоцитов конъюгатами миРНК ASHA1 и ApoB наблюдается значительное уменьшение как мРНК, так и белков, в то время как конъюгат лициферазной миРНК и миРНК ASHA1 и ApoB без остатков GalNAc не вызывали изменений.
Таким образом в данной работе был реализован синтез конъюгатов миРНК с GalNAc и продемонстрирована их эффективность in vitro.
