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Çàèíòåðåñîâàííîñòü ôàðìàöåâòè÷åñêîé èíäóñòðèè â 
ðàçðàáîòêå òåðàïåâòè÷åñêèõ ïðåïàðàòîâ, îñíîâàí-
íûõ íà ÐÍÊ-èíòåðôåðåíöèè, áûñòðî ðàñòåò. Èñ-
ïîëüçîâàíèå ðàñòåíèé äëÿ ñèíòåçà ôàðìàöåâòè÷åñêè 
öåííûõ êîðîòêèõ ÐÍÊ ìîæåò èìåòü òàêèå âàæíûå 
ïðåèìóùåñòâà, êàê íèçêàÿ ñåáåñòîèìîñòü, âîçìîæ-
íîñòü ïîëó÷åíèÿ áîëüøîãî êîëè÷åñòâà ìàòåðèàëà è 
ñíèæåííûé ðèñê çàãðÿçíåíèÿ ïàòîãåíàìè, îïàñíûìè 
äëÿ ÷åëîâåêà. Ïðè èñïîëüçîâàíèè ñúåäîáíûõ ðàñòåíèé 
ìîæíî èñêëþ÷èòü âûñîêîçàòðàòíóþ ñòàäèþ î÷èñò-
êè êîíå÷íîãî ïðîäóêòà. Â íàñòîÿùåé ðàáîòå îïèñàíî 
ïîëó÷åíèå òðàíñãåííûõ ðàñòåíèé ñàëàòà, ñèíòåçèðóþ-
ùèõ êîðîòêóþ øïèëå÷íóþ ÐÍÊ (êøÐÍÊ), äëÿ ïîäàâëå-
íèÿ ýêñïðåññèè ãåíà èçîôîðìû äåëüòà ïðîòåèíêèíàçû 
Ñ (ÏÊÑ), ýôôåêòèâíîé öåëè ïðè ëå÷åíèè àðòåðèàëü-
íîé ãèïåðòåíçèè, îñíîâàííîì íà ÐÍÊ-èíòåðôåðåíöèè. 
Òðàíñãåííûå ðàñòåíèÿ ñàëàòà ïîëó÷åíû ìåòîäîì 
Agrobacterium-îïîñðåäîâàííîé òðàíñôîðìàöèè ñ èñ-
ïîëüçîâàíèåì ãåíåòè÷åñêèõ êîíñòðóêöèé, íåñóùèõ 
ãåíû àíòè-ÏÊÑ è êîíòðîëüíîé êøÐÍÊ. Ïðèñóòñòâèå 
òðàíñãåíîâ ïîäòâåðæäåíî ÏÖÐ-àíàëèçîì. Óðîâåíü íà-
êîïëåíèÿ àíòè-ÏÊÑ êøÐÍÊ ðàññ÷èòàí íà îñíîâàíèè 
äàííûõ êîëè÷åñòâåííîé ÏÖÐ ñ îáðàòíîé òðàíñêðèï-
öèåé. Øåñòü òðàíñãåííûõ ëèíèé ñàëàòà äåìîíñòðèðî-
âàëè ðàçëè÷íûé óðîâåíü ýêñïðåññèè àíòè-ÏÊÑ êøÐÍÊ, 
íàèáîëüøåå ñîäåðæàíèå êîòîðîé äîñòèãàëî 14 ± 9 % 
ïî ñðàâíåíèþ ñ âûñîêîýêñïðåññèðóþùåéñÿ ìèÐÍÊ ñà-
ëàòà (miR156a), èëè 12,7 ôìîëü/ã ñóõîé ìàññû. Ðàñòå-
íèÿ, íåñóùèå êàê ãåí àíòè-ÏÊÑ, òàê è êîíòðîëüíîé 

êøÐÍÊ, íîðìàëüíî öâåëè, îäíàêî íå çàâÿçûâàëè ñåìÿí. 
Îïèñàííûå òðàíñãåííûå ðàñòåíèÿ ñàëàòà, ñîäåðæà-
ùèå àíòè-ÏÊÑ êøÐÍÊ, ïðåäïîëàãàåòñÿ èñïîëüçî-
âàòü äëÿ òåñòèðîâàíèÿ ôèçèîëîãè÷åñêîé àêòèâíîñòè 
íà æèâîòíûõ, à â äàëüíåéøåì äëÿ ðàçðàáîòêè íîâûõ 
ñðåäñòâ ïðè ëå÷åíèè àðòåðèàëüíîé ãèïåðòåíçèè.

Êëþ÷åâûå ñëîâà: ÐÍÊ-èíòåðôåðåíöèÿ, êîðîòêàÿ ÐÍÊ, 
îáðàçóþùàÿ øïèëüêè, àðòåðèàëüíàÿ ãèïåðòåíçèÿ, èçî-
ôîðìà äåëüòà ïðîòåèíêèíàçû Ñ, òðàíñãåííûå ðàñòå-
íèÿ, Lactuca sativa.

Ââåäåíèå. Â íàñòîÿùåå âðåìÿ ðÿä ôàðìàöåâòè-
÷åñêèõ è áèîòåõíîëîãè÷åñêèõ êîðïîðàöèé àê-
òèâíî ðàçðàáàòûâàþò òåðàïåâòè÷åñêèå ïðåïàðà-
òû, îñíîâàííûå íà ÐÍÊ-èíòåðôåðåíöèè. Íåêî-
òîðûå èç íèõ óæå íàõîäÿòñÿ íà ñòàäèè êëèíè-
÷åñêèõ èñïûòàíèé [1, 2]. Áîëüøèíñòâî èñïîëü-
çóåìûõ â ñîâðåìåííûõ èññëåäîâàíèÿõ êîðîòêèõ
èíòåðôåðèðóþùèõ ÐÍÊ (êèÐÍÊ) ñèíòåçèðóþò-
ñÿ õèìè÷åñêè â âèäå îäíîöåïî÷å÷íûõ îëèãîíóê-
ëåîòèäîâ, êîòîðûå ðåíàòóðèðóþò â äâóõöåïî÷å÷-
íóþ ôîðìó. ×àñòî îíè íåñóò õèìè÷åñêèå ìîäè-
ôèêàöèè, ïîçâîëÿþùèå óâåëè÷èòü ñòàáèëüíîñòü
êèÐÍÊ è èçáåæàòü àêòèâàöèè èììóííîãî îò-
âåòà [3].

Èñïîëüçîâàíèå ðàñòåíèé äëÿ ïðîèçâîäñòâà
ôàðìàöåâòè÷åñêè öåííûõ êèÐÍÊ ìîæåò èìåòü 
òàêèå âàæíûå ïðåèìóùåñòâà, êàê íèçêàÿ ñåáå-
ñòîèìîñòü, âîçìîæíîñòü ïîëó÷åíèÿ áîëüøèõ êî-
ëè÷åñòâ ðàñòèòåëüíîãî ñûðüÿ è ñíèæåííûé ðèñê
çàãðÿçíåíèÿ îïàñíûìè äëÿ ÷åëîâåêà ïàòîãåíà-
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ìè. Îñîáåííîñòüþ ðàñòèòåëüíûõ ìèÐÍÊ ÿâëÿ-
åòñÿ 2’-O-ìåòèëèðîâàíèå ðèáîçû ïîñëåäíåãî 
íóêëåîòèäà [4]. Ýòà ìîäèôèêàöèÿ ïîâûøàåò 
óñòîé÷èâîñòü êèÐÍÊ ê íóêëåàçíîìó ãèäðîëè-
çó è óâåëè÷èâàåò èõ ñòàáèëüíîñòü â êðîâè, ÷òî 
îñîáåííî âàæíî ïðè èñïîëüçîâàíèè íåçàùè-
ùåííûõ êèÐÍÊ. Âìåñòå ñ òåì 2’-O-ìåòèëèðî-
âàíèå ìîæåò ïðåïÿòñòâîâàòü äåòåêöèè êèÐÍÊ
èììóííîé ñèñòåìîé. Â îñîáåííîñòè 2’-O-ìåòè-
ëèðîâàíèå îñëàáëÿåò àêòèâàöèþ ýíäîñîìàëü-
íûõ Toll-ïîäîáíûõ ðåöåïòîðîâ, êîòîðàÿ âû-
çûâàåò èììóííûé îòâåò â ñëó÷àå ïðèìåíåíèÿ 
êèÐÍÊ, çàêëþ÷åííûõ â ìèêðîñîìû. Ó÷èòûâàÿ 
ìèíèìàëüíîå âëèÿíèå 2’-O-ìåòèëèðîâàíèÿ íà 
ôóíêöèè êèÐÍÊ, èñïîëüçîâàíèå ñèíòåçèðîâàí-
íûõ ðàñòåíèÿìè êèÐÍÊ ìîæåò áûòü ïðåäïî-
÷òèòåëüíûì ïðè îáîèõ ñïîñîáàõ äîñòàâêè [3].

Ñïîñîáíîñòü ïîãëîùàòü äâóõöåïî÷å÷íûå 
(äöÐÍÊ) è êèÐÍÊ ðàñòèòåëüíîãî ïðîèñõîæäå-
íèÿ ÷åðåç ïèùåâàðèòåëüíóþ ñèñòåìó õîðîøî èç-
âåñòíà äëÿ áåñïîçâîíî÷íûõ. Òðàíñãåííûå ðàñ-
òåíèÿ, êîòîðûå ýêñïðåññèðóþò äöÐÍÊ è 
êèÐÍÊ, íàïðàâëåííûå ïðîòèâ ãåíîâ ïàðàçèòè-
÷åñêèõ íåìàòîä, äåìîíñòðèðóþò ïîâûøåííóþ 
óñòîé÷èâîñòü ê ýòèì ïàòîãåíàì [5]. Ïîçäíåå 
òîò æå ýôôåêò áûë ïîêàçàí äëÿ ðàçíûõ ãðóïï 
íàñåêîìûõ. Ïåðâûå ñîîáùåíèÿ îïèñûâàþò 
èíãèáèðîâàíèå àêòèâíîñòè ãåíîâ íàñåêîìûõ-
âðåäèòåëåé, âåäóùåå ê çàìåäëåíèþ ðîñòà ëè-
÷èíîê è óìåíüøåíèþ ïîâðåæäåíèÿ ðàñòåíèé 
âñëåäñòâèå ïîåäàíèÿ òðàíñãåííûõ ðàñòåíèé, 
êîòîðûå ýêñïðåññèðóþò äöÐÍÊ è êèÐÍÊ [6, 7]. 
Íåäàâíèå èññëåäîâàíèÿ ïîêàçàëè âîçìîæíîñòü 
çàùèòû ðàñòåíèé îò íàñåêîìûõ-âðåäèòåëåé ïó-
òåì ýêñïðåññèè ãåíîâ äöÐÍÊ â ïëàñòîìå [8]. 

Âîçìîæíîñòü âëèÿíèÿ ïîñòóïàþùèõ ñ ïè-
ùåé êèÐÍÊ íà ýêñïðåññèþ ãåíîâ ìëåêîïèòàþ-
ùèõ îäíîçíà÷íî íå äîêàçàíà. Îïóáëèêîâàííûå 
ðàáîòû ïîêàçûâàþò âîçìîæíîñòü ïðîíèêíîâå-
íèÿ ðàñòèòåëüíûõ ìèÐÍÊ ÷åðåç ïèùåâàðèòåëü-
íûé òðàêò ìëåêîïèòàþùèõ â ñûâîðîòêó êðîâè 
è ðàçëè÷íûå îðãàíû, îñîáåííî ïå÷åíü [9]. Àâ-
òîðû ïðåäïîëàãàþò, ÷òî ýêçîãåííàÿ MIR168a 
ìîæåò ðåãóëèðîâàòü ýêñïðåññèþ áåëêà LDL-
RAP1 â ïå÷åíè êðûñ, ïîåäàþùèõ ðèñ. Ñîãëàñ-
íî âûäâèíóòîé ãèïîòåçå ýïèòåëèàëüíûå êëåòêè 
òîíêîãî êèøå÷íèêà ìîãóò ïîãëîùàòü ìèÐÍÊ 
ðàñòèòåëüíîãî ïðîèñõîæäåíèÿ è çàêëþ÷àòü èõ 
ìèêðîâåçèêóëû, èç êîòîðûõ ìèÐÍÊ îñâîáîæ-
äàþòñÿ â êðîâü. Ïîçäíåå ðàñòèòåëüíûå ìèÐÍÊ 

îáíàðóæåíû â ïëàçìå êðîâè [10], ãðóäíîì ìî-
ëîêå [11], ïóïîâèííîé êðîâè è àìíèîòè÷åñêîé 
æèäêîñòè [12]. Íåêîòîðûå èç ýòèõ ñîîáùåíèé 
áûëè ïîäâåðãíóòû ñîìíåíèþ [13, 14], îäíàêî 
àâòîðû óòâåðæäàþò, ÷òî ïðèìåíÿåìàÿ èìè ìå-
òîäèêà ïîçâîëÿåò ñ âûñîêîé ÷óâñòâèòåëüíîñòüþ 
äåòåêòèðîâàòü ìèÐÍÊ ðàñòèòåëüíîãî ïðîèñ-
õîæäåíèÿ [15]. Îïèñàííûå ðàáîòû ïîçâîëÿþò 
äîïóñòèòü âîçìîæíîñòü èñïîëüçîâàíèÿ òðàíñ-
ãåííîãî ðàñòèòåëüíîãî ìàòåðèàëà, ñîäåðæàùå-
ãî òåðàïåâòè÷åñêè àêòèâíûå êèÐÍÊ, äëÿ ïðî-
èçâîäñòâà ïåðîðàëüíûõ ïðåïàðàòîâ. Ýòî ïîä-
òâåðæäàåòñÿ îïóáëèêîâàííûìè íåäàâíî äàííû-
ìè î òåðàïåâòè÷åñêèõ ýôôåêòàõ íàòóðàëüíîé 
ðàñòèòåëüíîé ìèÐÍÊ ýêñòðàêòà âüþíêà ïðîòèâ
âèðóñîâ ãðèïïà [16] è ïðèíÿòûõ ïåðîðàëüíî 
ñèíòåòè÷åñêèõ 2’-O-ìåòèëèðîâàííûõ (èìèòè-
ðóþùèõ ðàñòèòåëüíûå) ìèÐÍÊ, ïîäàâëÿþùèõ
îïóõîëè [17], õîòÿ âëèÿíèå ýêçîãåííûõ 2’-O-
ìåòèëèðîâàííûõ ìèÐÍÊ íà ýêñïðåññèþ ãåíîâ 
ìëåêîïèòàþùèõ íàáëþäàëîñü íå âî âñåõ ïðî-
âåäåííûõ èññëåäîâàíèÿõ [18]. Âîçìîæíîñòü 
ïåðîðàëüíîãî ïðèìåíåíèÿ òåðàïåâòè÷åñêè àê-
òèâíûõ êèÐÍÊ, ñèíòåçèðîâàííûõ â òðàíñãåí-
íûõ ðàñòåíèÿõ, åùå íå áûëà ïðîâåðåíà. Èñ-
ïîëüçîâàíèå ñúåäîáíûõ âèäîâ ðàñòåíèé ïî-
çâîëèëî áû èñêëþ÷èòü äîðîãîñòîÿùóþ ñòàäèþ 
î÷èñòêè êîíå÷íîãî ïðîäóêòà. 

Çàáîëåâàíèÿ ñåðäå÷íî-ñîñóäèñòîé ñèñòåìû 
ÿâëÿþòñÿ âåäóùåé ïðè÷èíîé ñìåðòíîñòè â ñî-
âðåìåííîì ìèðå. Ðåãóëÿöèÿ àêòèâíîñòè ãåíîâ 
ñ ïîìîùüþ ìèÐÍÊ èãðàåò âàæíóþ ðîëü êàê 
â íîðìàëüíîì ðàçâèòèè è ôóíêöèîíèðîâàíèè 
ñåðäå÷íî-ñîñóäèñòîé ñèñòåìû [19], òàê è â ïî-
ÿâëåíèè ïàòîëîãèé [20]. Ïåðñïåêòèâíîé ìèøå-
íüþ ïðè ñîçäàíèè ïðåïàðàòîâ äëÿ ëå÷åíèÿ àð-
òåðèàëüíîé ãèïåðòåíçèè, îñíîâàííîãî íà ÐÍÊ-
èíòåðôåðåíöèè, ÿâëÿåòñÿ èçîôîðìà äåëüòà ïðî-
òåèíêèíàçû Ñ (ÏÊÑ). Ðàíåå ïîêàçàíî, ÷òî 
ïîäàâëåíèå ýêñïðåññèè ãåíà ÏÊÑ-äåëüòà ïðè-
âîäèò ê ïîíèæåíèþ êðîâÿíîãî äàâëåíèÿ ó 
êðûñ ñî ñïîíòàííîé è ñâÿçàííîé ñ äèàáåòîì 
ãèïåðòåíçèåé [21]. ÏÊÑ-äåëüòà ðåãóëèðóåò àê-
òèâíîñòü íåñêîëüêèõ èîííûõ êàíàëîâ, êîòî-
ðûå îïðåäåëÿþò ñîêðàùåíèå êëåòîê ãëàäêîé 
ìóñêóëàòóðû àðòåðèé, îáóñëîâëèâàþùåå âûñî-
êîå äàâëåíèå [21]. Ñèíòåç êîðîòêîé øïèëå÷íîé 
ÐÍÊ (êøÐÍÊ), íàïðàâëåííîé ïðîòèâ ÏÊÑ-
äåëüòà, â ñúåäîáíûõ òðàíñãåííûõ ðàñòåíèÿõ ìî-
æåò áûòü îäíèì èç ñïîñîáîâ ïðàêòè÷åñêîãî ïðè-
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ìåíåíèÿ ïîäàâëåíèÿ ýêñïðåññèè ãåíà ÏÊÑ-äåëü-
òà äëÿ ëå÷åíèÿ àðòåðèàëüíîé ãèïåðòåíçèè.  

Â íàñòîÿùåé ðàáîòå îïèñûâàåòñÿ ïîëó÷åíèå 
òðàíñãåííûõ ðàñòåíèé ñàëàòà, ñèíòåçèðóþùèõ 
àíòè-ÏÊÑ êøÐÍÊ, êîòîðûå ìîæíî ðàññìàò-
ðèâàòü êàê ñûðüå äëÿ ðàçðàáîòêè íîâûõ ñðåäñòâ 
ïðè ëå÷åíèè àðòåðèàëüíîé ãèïåðòåíçèè.

Ìàòåðèàëû è ìåòîäû. Ãåíåòè÷åñêèå êîíñò-
ðóêöèè. Äëÿ êîíñòðóèðîâàíèÿ ãåíåòè÷åñêèõ âåê-
òîðîâ èñïîëüçîâàëè ïëàçìèäû, ñîçäàííûå íà 
îñíîâå pBIN19: pICBV16 (íåñóùàÿ ñåëåêòèâíûé
ãåí nptII) è pICH5290 (ñîäåðæàùàÿ ãåí bar) 
[22] (îáå ëþáåçíî ïðåäîñòàâëåíû «Icon Genetics 
GmbH», Õàëëå/Çààëå, Ãåðìàíèÿ). Ïîñëåäîâà-
òåëüíîñòü, êîäèðóþùàÿ ïðè-àíòè-ÏÊÑ êøÐÍÊ 
è ôëàíêèðîâàííàÿ îäíîöåïî÷å÷íûìè ó÷àñòêà-
ìè, êîòîðûå ñîâìåñòèìû ñ ñàéòàìè XhoI è XbaI, 
ïîëó÷åíà ðåíàòóðàöèåé äâóõ îëèãîíóêëåîòèäîâ 
(5�-tcgagtgacatcccagacaacaacttcaagagagttgttgtctggg
atgtcattt-3� è 5�-ctagaaatgacatcccagacaacaactctcttg
aagttgttgtctgggatgtcac-3�) è ëèãèðîâàíà â ïëàçìè-
äû pICBV16 è pICH5290 (ãèäðîëèçîâàííûå ñî-
îòâåòñòâóþùèìè ôåðìåíòàìè) ìåæäó 35S ïðî-
ìîòîðîì ÂÌÖÊ è òåðìèíàòîðàìè òðàíñêðèï-
öèè. Âñå ôåðìåíòû ïðîèçâîäñòâà «ThermoSci-
entific», Ãåðìàíèÿ. Ïîëó÷åííûå âåêòîðû íàçâà-
íû pNPB0142 è pNPB0143. Êîíòðîëüíûå ãå-
íåòè÷åñêèå âåêòîðû pNPB0144 è pNPB0145, 
ñîäåðæàùèå ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, êîòîðàÿ êî-
äèðóåò ïðè-êøÐÍÊ ñ èçìåíåííîé ïîñëåäîâà-
òåëüíîñòüþ íóêëåîòèäîâ, ïîëó÷åíû àíàëîãè÷íî 
ñ èñïîëüçîâàíèåì îëèãîíóêëåîòèäîâ 5�-tcgagtgtt-
cagcgaaatataaccttcaagagaggttatatttcgctgaacattt-3� è 
5�-ctagaaatgttcagcgaaatataacctctcttgaaggttatatttc-
gctgaacac-3� (ðèñ. 1).

Áàêòåðèàëüíûå øòàììû. Ïîëó÷åííûå âåê-
òîðû ââîäèëè â êëåòêè øòàììà GV3101 Agro-
bacterium tumefaciens ìåòîäîì ýëåêòðîïîðàöèè 
ñ èñïîëüçîâàíèåì MicroPulserTM («BioRad», 
ÑØÀ) â ñîîòâåòñòâèè ñ èíñòðóêöèåé ïðîèçâî-
äèòåëÿ. Äëÿ òðàíñôîðìàöèè ðàñòåíèé áàêòåðèè 
âûðàùèâàëè â æèäêîé ñðåäå LB, ñîäåðæàùåé 
ðèôàìïèöèí è êàðáåíèöèëëèí (îáà â êîíöåí-
òðàöèè 50 ìã/ë), ïðè 28 ºC íà øåéêåðå (180 îá/
ìèí) â òå÷åíèå 1 ñóò. Ïîñëå öåíòðèôóãèðîâà-
íèÿ (5 ìèí, 1000 g) áàêòåðèè ðåñóñïåíäèðîâàëè 
â æèäêîé ñðåäå MS.

Ðàñòèòåëüíûé ìàòåðèàë è ãåíåòè÷åñêàÿ 
òðàíñôîðìàöèÿ. Ñåìåíà ñàëàòà (Lactuca sativa
L.) ñîðòîâ Êîðîëåâà ëåòà è Âåðíà èíêóáèðî-

âàëè 5 ìèí â 70%-íîì ýòàíîëå, çàòåì 15 ìèí 
â ðàñòâîðå ãèïîõëîðèòà íàòðèÿ (ìîþùåå ñðåä-
ñòâî «Áåëèçíà», ñìåøàííîå ñ ðàâíûì îáúå-
ìîì âîäû). Ïîñëå òùàòåëüíîé îòìûâêè â àâòî-
êëàâèðîâàííîé äèñòèëëèðîâàííîé âîäå ñåìåíà 
ïîìåùàëè íà àãàðèçîâàííóþ ñðåäó MS áåç ôè-
òîãîðìîíîâ äëÿ ïðîðàñòàíèÿ. Äëÿ Agrobacteri-
um-îïîñðåäîâàííîé òðàíñôîðìàöèè èñïîëüçî-
âàëè ïÿòèäíåâíûå ïðîðîñòêè. Èõ êîòèëåäîíû 
ïîìåùàëè íà 30 ìèí â ñóñïåíçèþ àãðîáàêòå-
ðèé, ïðîìàêèâàëè ôèëüòðîâàëüíîé áóìàãîé è 
èíêóáèðîâàëè íà àãàðèçîâàííîé ñðåäå MS áåç 
ôèòîãîðìîíîâ â òå÷åíèå 2 ñóò. Ïîñëå ýòîãî ýêñ-
ïëàíòû îòìûâàëè â æèäêîé ñðåäå MS è ïî-
ìåùàëè íà àãàðèçîâàííóþ ñðåäó MS, ñîäåðæà-
ùóþ êèíåòèí (3 ìã/ë), íàôòèëóêñóñíóþ êèñ-
ëîòó (0,5 ìã/ë) è öåôîòàêñèì (500 ìã/ë) [23]. 
Â çàâèñèìîñòè îò ãåíåòè÷åñêîé êîíñòðóêöèè 
äëÿ ñåëåêöèè òðàíñôîðìèðîâàííûõ êëåòîê äî-
áàâëÿëè êàíàìèöèíñóëüôàò (50 ìã/ë) èëè ãëþ-
ôîçèíàò àììîíèÿ (5 ìã/ë), ïðèãîòîâëåííûé èç 
ðàñòâîðà Basta («Bayer», Ãåðìàíèÿ). Ðåãåíåðè-
ðóþùèå ïîáåãè ïåðåíîñèëè íà ñâåæóþ ñðåäó 
êàæäûå 2 íåäåëè. Ïîëíîñòüþ ñôîðìèðîâàííûå 
ðàñòåíèÿ (ïðèìåðíî ÷åðåç 2 ìåñÿöà) ïîääåðæè-
âàëè íà àãàðèçîâàííîé ñðåäå MS áåç ôèòîãîð-
ìîíîâ, àíòèáèîòèêîâ è ñåëåêòèâíûõ àãåíòîâ.

Âûäåëåíèå íóêëåèíîâûõ êèñëîò. ÄÍÊ âûäåëÿ-
ëè èç ñâåæèõ ëèñòüåâ ñ èñïîëüçîâàíèåì öåòèë-
òðèìåòèëàììîíèé áðîìèäà [24]. Êîíöåíòðàöèþ
ÄÍÊ îïðåäåëÿëè ïî ïîãëîùåíèþ óëüòðàôèî-
ëåòà ïðè 260 íì; åå ÷èñòîòó îöåíèâàëè ïî ñî-
îòíîøåíèþ ïîãëîùåíèÿ ïðè 260 è 280 íì, èñ-
ïîëüçóÿ BioPhotometer («Eppendorf», Ãåðìàíèÿ).     

Îáùóþ ÐÍÊ âûäåëÿëè èç ëèîôèëèçèðîâàí-
íûõ ëèñòüåâ, èñïîëüçóÿ TRIzol® («Ambion», 
ÑØÀ), îñàæäàëè èçîïðîïàíîëîì è ðàñòâîðÿ-
ëè â ñâîáîäíîé îò ÐÍÊàç âîäå. Êîíöåíòðàöèþ 
ÐÍÊ îïðåäåëÿëè ñ ïîìîùüþ NanoDrop ND-
1000 Spectrophotometer («NanoDrop Technolo-
gies», ÑØÀ). 

ÏÖÐ-àíàëèç. Ðàñòèòåëüíóþ ÄÍÊ äëÿ äåòåê-
öèè ïåðåíåñåííîé Ò-ÄÍÊ àìïëèôèöèðîâàëè, 
èñïîëüçóÿ ïðàéìåðû 35CaMV1 (5�-tcattgcgata-
aaggaaaggc-3�) è Tnos-F (5�-cgataatttatcctagtttgc-
gcg-3�), îáà â êîíöåíòðàöèè 0,25 ìêM. Äëÿ ïîä-
òâåðæäåíèÿ äîñòàòî÷íîãî êà÷åñòâà ïðåïàðàòîâ
ðàñòèòåëüíîé ÄÍÊ èñïîëüçîâàëè ïðàéìåðû, 
êîìïëåìåíòàðíûå ãåíó àêòèíà [25], îáà â êîí-
öåíòðàöèè 0,5 ìêM. Ðåàêöèîííàÿ ñìåñü ñî-
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äåðæàëà 1 ìêã ðàñòèòåëüíîé ÄÍÊ, 0,5 U Taq 
ÄÍÊ-ïîëèìåðàçû («Helicon», ÐÔ) â ñîîòâåò-
ñòâóþùåì áóôåðå, íóêëåîçèäòðèôîñôàòû (îá-
ùàÿ êîíöåíòðàöèÿ 0,5 ìM) è óïîìÿíóòûå ïðàé-
ìåðû. Ðåàêöèþ ïðîâîäèëè â 2720 Thermal Cy-
cler («Applied Biosystems», ÑØÀ) â ñëåäóþùèõ 
óñëîâèÿõ: äåíàòóðàöèÿ â òå÷åíèå 5 ìèí ïðè 
94 ºC; 30 öèêëîâ, âêëþ÷àþùèõ äåíàòóðàöèþ â 
òå÷åíèå 30 ñ ïðè 94 ºC, îòæèã ïðàéìåðîâ 30 ñ 
ïðè 60 ºC, ñèíòåç 30 ñ ïðè 72 ºC; çàâåðøàþùèé 
ñèíòåç â òå÷åíèå 5 ìèí ïðè 72 ºC. Àìïëèôè-
öèðîâàííûå ôðàãìåíòû ÄÍÊ ðàçäåëÿëè â 1%-
íîì àãàðîçíîì ãåëå, èñïîëüçóÿ 1× áóôåð TAE 
(40 ìM Tris-aöåòàò, 1 ìM ÝÄÒÀ) ïðè 150 Â â 
òå÷åíèå 45 ìèí, è âèçóàëèçèðîâàëè ñ ïîìîùüþ 
áðîìèñòîãî ýòèäèÿ. Â êà÷åñòâå ìàðêåðà ìîëåêó-
ëÿðíîé ìàññû ÄÍÊ èñïîëüçîâàëè GeneRuler™ 
1 kb Plus DNA Ladder («Fermentas», Ëèòâà). 

Îáðàòíóþ òðàíñêðèïöèþ ïðîâîäèëè â Ap-
plied Biosystems® 2720 Thermal Cycler, èñïîëü-
çóÿ íàáîð TaqMan® MicroRNA Reverse Tran-
scription Kit (Thermo Fisher Scientific, ÑØÀ) è 
ïðàéìåðû, âêëþ÷åííûå â TaqMan® MicroRNA 
Assays. Ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ïðàéìåðîâ äëÿ çðå-
ëîé àíòè-ÏÊÑ-äåëüòà êøÐÍÊ è çðåëîé ðàñòè-
òåëüíîé miR156a, êîòîðàÿ ñëóæèëà â êà÷åñòâå 
ýíäîãåííîãî êîíòðîëÿ, ñîçäàíû ñ èñïîëüçîâà-
íèåì îòêðûòîãî ðåñóðñà Thermo Fisher Scien-
tific (Thermo Fisher Scientific, cat#4398987, ID 
CST95GM, siRNaPKCd; è cat# 4427975 (000333) 
ñîîòâåòñòâåííî). Ïåðåä ïðîâåäåíèåì îáðàòíîé 
òðàíñêðèïöèè êîíöåíòðàöèÿ ÐÍÊ áûëà äîâå-
äåíà äî 10 íã/ìêë.

ÏÖÐ â ðåàëüíîì âðåìåíè îñóùåñòâëÿëè ñ 
ïîìîùüþ TaqMan® MicroRNA Assays (ñïåöè-
ôè÷íûå äëÿ àíòè-ÏÊÑ-äåëüòà êøÐÍÊ è mi-
R156a) è TaqMan® Fast Universal PCR Master 
Mix (2X) â 7500 Fast Real-Time PCR System 
(«Applied Biosystems», ÑØÀ) ïðè óñëîâèÿõ, îïè-
ñàííûõ â èíñòðóêöèè ïðîèçâîäèòåëÿ TaqMan® 
MicroRNA Assays. Ñòàíäàðòíûå êðèâûå äëÿ àá-
ñîëþòíîãî êîëè÷åñòâåííîãî îïðåäåëåíèÿ ïî-
ñòðîèëè, èñïîëüçóÿ ðàçâåäåíèÿ õèìè÷åñêè ñèí-
òåçèðîâàííîãî îëèãîíóêëåîòèäà, àíàëîãè÷íîãî 
íàïðàâëÿþùåé öåïè çðåëîé àíòè-ÏÊÑ-äåëüòà 
êøÐÍÊ («Methabion», Ãåðìàíèÿ). Ïðè ïîñòðî-
åíèè ñòàíäàðòíûõ êðèâûõ äëÿ miR156a èñïîëü-
çîâàëè ðàçâåäåíèÿ ôðàãìåíòà ÄÍÊ, ïîëó÷åí-
íîãî â ðåçóëüòàòå àìïëèôèêàöèè êîíòðîëüíîé 
ðàñòèòåëüíîé ÐÍÊ ìåòîäîì ÏÖÐ ñ îáðàòíîé 

òðàíñêðèïöèåé â ðåàëüíîì âðåìåíè. Êîëè÷å-
ñòâî àíòè-ÏÊÑ-äåëüòà êøÐÍÊ îòíîñèòåëüíî 
miR156a ðàññ÷èòûâàëè ñ ïîìîùüþ Applied Bio-
systems 7500 Fast Software v2.0.6.

Ðåçóëüòàòû èññëåäîâàíèé è èõ îáñóæäåíèå. 
Êàê ïîêàçàëè íåäàâíèå èññëåäîâàíèÿ, èçî-
ôîðìà äåëüòà ïðîòåèíêèíàçû Ñ (ÏÊÑ-äåëüòà) 
ÿâëÿåòñÿ ïåðñïåêòèâíîé ìèøåíüþ äëÿ ÐÍÊ-
îïîñðåäîâàííîãî ñ  àéëåíñèíãà ñ öåëüþ îñëàá-
ëåíèÿ ñèìïòîìîâ àðòåðèàëüíîé ãèïåðòåíçèè ó 
êðûñ [21]. Âíóòðèâåííîå ââåäåíèå ïëàçìèäû, 
êîòîðàÿ êîäèðóþò êîðîòêóþ øïèëå÷íóþ ÐÍÊ, 
íàïðàâëåííóþ ïðîòèâ ÏÊÑ-äåëüòà (àíòè-ÏÊÑ 
êøÐÍÊ), ïðèâåëî ê íîðìàëèçàöèè àðòåðèàëü-
íîãî äàâëåíèÿ ó êðûñ ñî ñïîíòàííîé è ñâÿçàí-
íîé ñ äèàáåòîì ãèïåðòåíçèåé.

Ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, êîäèðóþùèå àíòè-ÏÊÑ
êøÐÍÊ èëè êîíòðîëüíóþ êøÐÍÊ (ñ èçìåíåí-
íîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ íóêëåîòèäîâ), îïè-
ñàííûå ðàíåå [21], ïîìåñòèëè ïîä êîíòðîëü 35S
ïðîìîòîðà âèðóñà ìîçàèêè öâåòíîé êàïóñòû â
áèíàðíûå âåêòîðû äëÿ Agrobacterium-îïîñðåäî-
âàííîé òðàíñôîðìàöèè ðàñòåíèé (ðèñ. 1). Ñî-
ãëàñíî ëèòåðàòóðíûì äàííûì ïðèðîäíûå ðàñòè-
òåëüíûå ìèÐÍÊ òðàíñêðèáèðóþòñÿ ÐÍÊ-ïîëè-
ìåðàçîé II â âèäå ïðåäøåñòâåííèêà ïðè-ìèÐÍÊ,
êîòîðûé ïðîöåññèðóåòñÿ â øïèëüêîâèäíóþ ïðå-
ìèÐÍÊ è äàëåå â çðåëóþ äâóõöåïî÷å÷íóþ ìè-
ÐÍÊ ïðè ó÷àñòèè áåëêîâîãî êîìïëåêñà DCL1-
Hyl1 [26]. Ìîæíî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî àíòè-ÏÊÑ 
êøÐÍÊ è êîíòðîëüíàÿ êøÐÍÊ ïðîöåññèðóþò-
ñÿ òàêèì æå îáðàçîì (ðèñ. 2), ïîñêîëüêó äðóãèå 
èçâåñòíûå ðàñòèòåëüíûå áåëêîâûå êîìïëåêñû, 
ó÷àñòâóþùèå â ìåòàáîëèçìå ÐÍÊ, íå èñïîëüçó-
þò êøÐÍÊ â êà÷åñòâå ñóáñòðàòîâ [27]. 

Òðàíñãåííûå ðàñòåíèÿ ñàëàòà ïîëó÷àëè ïó-
òåì òðàíñôîðìàöèè ãåíåòè÷åñêèìè êîíñòðóê-
öèÿìè, íåñóùèìè ãåíû àíòè-ÏÊÑ êøÐÍÊ 
(pNPB0142) è êîíòðîëüíîé êøÐÍÊ (pNPB0145). 
Ñîðòà Êîðîëåâà ëåòà è Âåðíà âûáðàíû äëÿ íà-
ñòîÿùåé ðàáîòû â ñâÿçè ñ èõ ðàííåñïåëîñòüþ 
è íåãîðüêèì âêóñîì, ÷òî îñîáåííî âàæíî ïðè 
ïðîâåäåíèè äàëüíåéøèõ îïûòîâ, âêëþ÷àþùèõ 
êîðìëåíèå æèâîòíûõ. Â öåëîì ïîëó÷åíû 33 
òðàíñãåííûå ëèíèè, ñðåäè íèõ 26 óñòîé÷èâûõ 
ê ãëþôîçèíàòó íà îñíîâå ñîðòà Êîðîëåâà ëåòà 
è 7 óñòîé÷èâûõ ê êàíàìèöèíó íà îñíîâå ñîðòà 
Âåðíà. Ðàñòåíèÿ ñïîñîáíû ðàñòè íà ïèòàòåëü-
íûõ ñðåäàõ, ñîäåðæàùèõ 10 ìã/ë ãëþôîçèíàòà 
àììîíèÿ èëè 100 ìã/ë êàíàìèöèíñóëüôàòà. Â 
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Ïîëó÷åíèå òðàíñãåííûõ ðàñòåíèé ñàëàòà, ñèíòåçèðóþùèõ ïîòåíöèàëüíî àíòèãèïåðòåíçèâíóþ 

óñëîâèÿõ in vitro òðàíñôîðìèðîâàííûå ðàñòåíèÿ 
ìîðôîëîãè÷åñêè íå îòëè÷àëèñü îò ðàñòåíèé ñî-
îòâåòñòâóþùèõ èñõîäíûõ ñîðòîâ.     

Ïðèñóòñòâèå òðàíñãåíîâ äîêàçàíî ÏÖÐ-àíà-
ëèçîì ðàñòèòåëüíîé ÄÍÊ. Â ðàáîòå èñïîëüçî-

âàëè ïðàéìåðû, êîìïëåìåíòàðíûå 35S ïðî-
ìîòîðó ÂÌÖÊ è òåðìèíàòîðó òðàíñêðèïöèè 
ãåíà íîïàëèíñèíòàçû (ðèñ. 1), ôëàíêèðóþùèì 
ãåíû êøÐÍÊ, ñ öåëüþ ïîëó÷èòü áîëåå äëèííûé 
ïðîäóêò àìïëèôèêàöèè (ñîäåðæàùèé öåëåâîé 

Ðèñ. 1. Ñõåìà Ò-ÄÍÊ ãåíåòè÷åñêèõ âåêòîðîâ äëÿ ýêñïðåññèè êøÐÍÊ â ðàñòåíèÿõ: RB, LB – ãðàíèöû 
Ò-ÄÍÊ; 35S CaMV promoter – 35S ïðîìîòîð âèðóñà ìîçàèêè öâåòíîé êàïóñòû, Nos promoter – ïðîìîòîð 
ãåíà íîïàëèíñèíòàçû, Nos terminator – òåðìèíàòîð ãåíà íîïàëèíñèíòàçû, Ocs terminator – òåðìèíàòîð 
ãåíà îêòîïèíñèíòàçû; bar – ãåí óñòîé÷èâîñòè ê ãëþôîçèíàòó (pNPB0142 è pNPB0144); nptII – ãåí 
óñòîé÷èâîñòè ê êàíàìèöèíó (pNPB0143 è pNPB0145); pri-shRNA – öåëåâûå ãåíû, êîäèðóþùèå ïðè-
êøÐÍÊ, ôëàíêèðîâàííûå ñàéòàìè XhoI è XbaI (àíòè-ÏÊÑ êøÐÍÊ â êîíñòðóêöèÿõ pNPB0142 è 
pNPB0143, êîíòðîëüíàÿ êøÐÍÊ â êîíñòðóêöèÿõ pNPB0144 è pNPB0145). Ïðàéìåðû 35S CaMV1 è Tnos-F 
êîìïëåìåíòàðíû ó÷àñòêàì Ò-ÄÍÊ ïî ðàçíûå ñòîðîíû öåëåâîãî ãåíà 

Ðèñ. 2. Ïðåäïîëàãàåìûå ñòàäèè ñîçðåâàíèÿ àíòè-ÏÊÑ êøÐÍÊ â ðàñòåíèÿõ
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ãåí êøÐÍÊ), ÷òî îáëåã÷àåò åãî äåòåêöèþ ïî-
ñëå ýëåêòðîôîðåçà â àãàðîçíîì ãåëå. Äëÿ ïîä-
òâåðæäåíèÿ äîñòàòî÷íîãî êà÷åñòâà èñïîëüçóå-
ìîé ÄÍÊ-ìàòðèöû è íîðìàëüíîãî ïðîòåêàíèÿ 
ðåàêöèè èñïîëüçîâàëè äîïîëíèòåëüíóþ ïàðó 
ïðàéìåðîâ äëÿ àìïëèôèêàöèè ðàñòèòåëüíî-
ãî ãåíà àêòèíà [25]. Âñå ïðîàíàëèçèðîâàííûå 
ðàñòåíèÿ ñîäåðæàëè Ò-ÄÍÊ (ðèñ. 3). Äëÿ äàëü-
íåéøèõ ýêñïåðèìåíòîâ îòîáðàëè øåñòü ëèíèé 
ñàëàòà, íåñóùèõ àíòè-ÏÊÑ êøÐÍÊ, è îäíó ëè-
íèþ ñ êîíòðîëüíîé êøÐÍÊ.

Àáñîëþòíîå êîëè÷åñòâî àíòè-ÏÊÑ êøÐÍÊ 
íà 1 ã ðàñòèòåëüíîãî ìàòåðèàëà è åå îòíîñèòåëü-
íîå êîëè÷åñòâî ïî ñðàâíåíèþ ñ ðàñòèòåëüíîé 
miR156a îïðåäåëÿëè ìåòîäîì ÏÖÐ â ðåàëüíîì 
âðåìåíè ñ îáðàòíîé òðàíñêðèïöèåé, èñïîëüçóÿ 
êîììåð÷åñêè äîñòóïíûå íàáîðû äëÿ èçìåðå-
íèÿ êîíöåíòðàöèè ìàëûõ ÐÍÊ. Äëÿ îáðàòíîé 
òðàíñêðèïöèè ïðèìåíÿëè ñïåöèàëüíûå ïåòëå-
îáðàçíûå ïðàéìåðû, êàê ïîäðîáíî îïèñàíî 

Kramer [28]. Ïðàéìåðû ýòîãî òèïà èìåþò äëè-
íó îêîëî 70 íóêëåîòèäîâ è ôîðìèðóþò ïåòëþ 
ñ øåñòèíóêëåîòèäíûì îäíîöåïî÷å÷íûì ó÷àñò-
êîì, êîìïëåìåíòàðíûì öåëåâîé ìàëîé ÐÍÊ. Â 
ðåçóëüòàòå îáðàòíîé òðàíñêðèïöèè îáðàçóåòñÿ 
êÄÍÊ, âêëþ÷àþùàÿ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ïåòëå-
îáðàçíîãî ïðàéìåðà, óäëèíåííóþ íà 14–15 íóê-
ëåîòèäîâ çà ñ÷åò îáðàòíîé òðàíñêðèïöèè ìàëîé 
ÐÍÊ. Â õîäå ÏÖÐ â ðåàëüíîì âðåìåíè êÄÍÊ 
àìïëèôèöèðóåòñÿ ñ ïîìîùüþ ïðàéìåðîâ, îäèí 
èç êîòîðûõ êîìïëåìåíòàðåí 12–13 íóêëåîòè-
äàì íà 3�-êîíöå öåëåâîé ìàëîé ÐÍÊ, à âòîðîé – 
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ïåòëåîáðàçíîãî ïðàéìåðà. 
Ôëþîðåñöåíòíûé ñèãíàë âîçíèêàåò â ðåçóëü-
òàòå ðàñùåïëåíèÿ Taqman-çîíäà, êîìïëåìåí-
òàðíîãî êàê ìàëîé ÐÍÊ, òàê è ïåòëåîáðàçíîìó 
ïðàéìåðó. 

Íàìè îïðåäåëåíà àáñîëþòíàÿ êîíöåíòðà-
öèÿ àíòè-ÏÊÑ êøÐÍÊ è ðàññ÷èòàíî åå îòíî-
ñèòåëüíîå êîëè÷åñòâî ïî ñðàâíåíèþ ñ íàòèâ-

Ðèñ. 3. ÏÖÐ-àíàëèç òðàíñôîðìèðîâàííûõ ðàñòåíèé ñàëàòà: M – ìàðêåð ìîëåêóëÿðíîé ìàññû ÄÍÊ. Öèôðû 
íàä äîðîæêàìè îáîçíà÷àþò èñòî÷íèê ÄÍÊ-ìàòðèöû, èñïîëüçîâàííîé â ðåàêöèè: 1 – íåòðàíñôîðìèðîâàííîå 
ðàñòåíèå ñàëàòà; 2–6 – òðàíñôîðìèðîâàííûå ðàñòåíèÿ ñàëàòà, íåñóùèå ãåí àíòè-ÏÊÑ êøÐÍÊ; 7 – ðåàêöèÿ 
áåç ìàòðèöû. Ñòðåëêàìè îáîçíà÷åíû àìïëèôèöèðîâàííûå ôðàãìåíòû ãåíà àêòèíà è Ò-ÄÍÊ

Ðèñ. 4. Îòíîñèòåëüíîå êîëè÷åñòâî àíòè-ÏÊÑ-äåëüòà êøÐÍÊ â òðàíñãåííûõ ðàñòåíèÿõ ñàëàòà (ïî ñðàâíåíèþ 
ñ ýíäîãåííîé miR156a): 1 – íåòðàíñôîðìèðîâàííûå ðàñòåíèÿ; 2 – pNPB0142/1; 3 – pNPB0142/2; 4 – 
pNPB0142/8; 5 – pNPB0142/13; 6 – pNPB0142/15; 7 – pNPB0142/16. Ëèíèè íà äèàãðàììå ïðåäñòàâëÿþò 
ñòàíäàðòíîå îòêëîíåíèå 
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íîé ìèÐÍÊ ñàëàòà miR156a. Òðàíñãåííûå ëèíèè 
äåìîíñòðèðóþò ðàçëè÷íûå óðîâíè ýêñïðåññèè
àíòè-ÏÊÑ êøÐÍÊ. Ñðåäè øåñòè ïðîàíàëè-
çèðîâàííûõ ëèíèé â äâóõ (pNPB0142/8 è 13) 
ðàññ÷èòàííîå ñîîòíîøåíèå àíòè-ÏÊÑ êøÐÍÊ/
miR156a áûëî ñðàâíèìî ñ ðåçóëüòàòîì, ïîëó-
÷åííûì äëÿ íåòðàíñôîðìèðîâàííûõ ðàñòå-
íèé. Îòíîñèòåëüíûé óðîâåíü ýêñïðåññèè àíòè-
ÏÊÑ êøÐÍÊ â îñòàëüíûõ ÷åòûðåõ ëèíèÿõ 
(pNPB0142/1, 2, 15 è 16) ïðåâûøàë êîíòðîëü-
íûå çíà÷åíèÿ (ðèñ. 4). Òðàíñãåííàÿ ëèíèÿ 
pNPB0142/2 íàêàïëèâàëà çíà÷èòåëüíûå êî-
ëè÷åñòâà àíòè-ÏÊÑ êøÐÍÊ, ñîñòàâëÿþùèå 
14 ± 9 % (ñðåäíåå çíà÷åíèå ± ñòàíäàðòíîå 
îòêëîíåíèå) îò êîëè÷åñòâà âûñîêîýêñïðåññè-
ðóåìîé ýíäîãåííîé ìèÐÍÊ ñàëàòà miR156a. 
Ðàññ÷èòàëè òàêæå êîíöåíòðàöèþ àíòè-ÏÊÑ 
êøÐÍÊ íà 1 ã ëèîôèëüíî âûñóøåííûõ ëè-
ñòüåâ ñàëàòà. Èñïîëüçóÿ äàííûå, ïîëó÷åííûå
äëÿ òðåõ íåçàâèñèìûõ îáðàçöîâ ðàñòèòåëüíî-
ãî ìàòåðèàëà ëèíèè pNPB0142/2, ïîëó÷èëè 
ñðåäíåå çíà÷åíèå 12,7 ôìîëü/ã ñóõîé ìàññû.
Íà îñíîâàíèè ýòèõ äàííûõ ìîæíî ðåêîìåí-
äîâàòü òðàíñãåííóþ ëèíèþ ñàëàòà pNPB0142/2, 
ñîäåðæàùóþ àíòè-ÏÊÑ êøÐÍÊ, äëÿ äàëü-
íåéøèõ ôèçèîëîãè÷åñêèõ îïûòîâ, âêëþ÷àþ-
ùèõ êîðìëåíèå ëàáîðàòîðíûõ æèâîòíûõ. 

Òðàíñãåííûå ðàñòåíèÿ ñàëàòà áûëè àäàïòè-
ðîâàíû ê óñëîâèÿì òåïëèöû. Ðàñòåíèÿ íà îñíîâå 
îáîèõ ñîðòîâ ñàëàòà, íåñóùèå êàê àíòè-ÏÊÑ, 
òàê è êîíòðîëüíóþ êøÐÍÊ, íîðìàëüíî öâåëè, 
íî íå çàâÿçûâàëè ñåìÿí. Ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî 
òðàíñôîðìàöèÿ ñàëàòà àíàëîãè÷íûìè ãåíåòè÷å-
ñêèìè êîíñòðóêöèÿìè, êîòîðûå íåñóò ãåíû, êî-
äèðóþùèå áåëêè (íàïðèìåð, ãåí èíòåðôåðîíà
àëüôà-2b ÷åëîâåêà), íå ïðåïÿòñòâîâàëà îáðàçî-
âàíèþ ñåìÿí. Ïîñêîëüêó ñèíòåç îáåèõ êøÐÍÊ, 
èìåþùèõ ðàçëè÷íûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè è ïî-
òåíöèàëüíûå ìèøåíè, ïðèâîäèò ê îäèíàêîâûì
ïîñëåäñòâèÿì, ìîæíî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî èçáû-
òî÷íàÿ ýêñïðåññèÿ ÷óæåðîäíûõ êøÐÍÊ íàñûùà-
åò ðàñòèòåëüíûå ñèñòåìû ïðîöåññèíãà ìàëûõ 
ÐÍÊ, ÷òî ïðèâîäèò ê íàðóøåíèÿì ðàçâèòèÿ öâå-
òîâ è/èëè îáðàçîâàíèÿ ñåìÿí. ÐÍÊ-èíòåðôå-
ðåíöèÿ ïðèíèìàåò ó÷àñòèå â ðåãóëÿöèè ðàçâè-
òèÿ öâåòîâ [29] è ôîðìèðîâàíèè ñåìÿí [30]. ßâëå-
íèå òîêñè÷íîñòè, âûçâàííîé êøÐÍÊ, îïèñàíî ó 
æèâîòíûõ [31]. Èñïîëüçîâàíèå èñêóññòâåííûõ 
ìèÐÍÊ ìîæåò ïîâûñèòü óðîâåíü ýêñïðåññèè 
[32], à òàêæå óìåíüøèòü òîêñè÷íîñòü [33].  

Âûâîäû. Íàñêîëüêî íàì èçâåñòíî, ýòî ïåðâîå 
ñîîáùåíèå î ïîëó÷åíèè òðàíñãåííûõ ðàñòåíèé, 
íàêàïëèâàþùèõ ïîòåíöèàëüíî òåðàïåâòè÷åñêè 
öåííóþ êøÐÍÊ. Íàìè ñîçäàíà ëèíèÿ ñàëà-
òà, ýêñïðåññèðóþùàÿ àíòè-ÏÊÑ êøÐÍÊ íà 
óðîâíå, ñðàâíèìîì ñ îäíîé èç ñàìûõ âûñîêî-
ýêñïðåññèðóþùèõñÿ ýíäîãåííûõ ìèÐÍÊ. Èçî-
ôîðìà äåëüòà ïðîòåèíêèíàçû Ñ, ìèøåíü ýêñ-
ïðåññèðóåìîé êøÐÍÊ, èãðàåò âàæíóþ ðîëü â 
ðàçâèòèè àðòåðèàëüíîé ãèïåðòåíçèè, ÷òî äåëàåò 
ïîëó÷åííûå ðàñòåíèÿ âîçìîæíûì ñûðüåì äëÿ 
ðàçðàáîòêè íîâûõ àíòèãèïåðòåíçèâíûõ ïðåïà-
ðàòîâ. Ñóùåñòâóþò ñòðàòåãèè, êîòîðûå ìîãóò 
ïîçâîëèòü â äàëüíåéøåì óâåëè÷èòü óðîâåíü íà-
êîïëåíèÿ êøÐÍÊ â ðàñòåíèÿõ.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå 
ãðàíòà ÍÀÍ Óêðàèíû, ¹ UkrISTEI 0115U002920.

ESTABLISHMENT OF TRANSGENIC LETTUCE 
PLANTS PRODUCING POTENTIALLY 
ANTI-HYPERTENSIVE shRNA

I.M. Gerasymenko, V.V. Kleschevnikov, 
V.R. Kedlian, L.O. Sakhno, I.A. Arbuzova, 
Y.V. Sheludko, V.E. Dosenko, N.V. Kuchuk

Institute of Cell Biology and Genetic Engineering, 
National Academy of Sciences of Ukraine, Kyiv
Å-mail: i-gerasimenko@ukr.net
Bogomoletz Institute of Physiology, National Academy 
of Sciences of Ukraine, Kyiv

Development of RNAi-based therapeutics is a fast 
growing field of pharmaceutical industry. Using plants 
for production of pharmaceutically valuable siRNAs 
may have significant advantages of cost-effectiveness, 
scalability and low risk of contamination with human 
pathogens. If edible plant species are genetically en-
gineered to synthesize siRNAs, the costly stage of tar-
get product purification may be omitted. We describe 
the establishment of transgenic lettuce plants producing 
shRNA targeting delta isoform of protein kinase C 
(PKC-delta), an effective target for RNAi-based treat-
ment of arterial hypertension. Transgenic lettuce plants
were obtained by Agrobacterium-mediated transformati-
on with genetic constructs harboring antiPKC and 
scrambled (control) shRNA genes. The presence of
transgenes was proved by PCR analysis, and the ac-
cumulation of antiPKC shRNA was estimated using 
RT-qPCR technique. Six transgenic lettuce lines show-
ed varying levels of antiPKC shRNA expression with 
the highest value reaching 14 ± 9 % of highly abun-
dant endogenous lettuce micro RNA (miR156a), or 
12.7 fmol/g dry weight. Plants carrying either antiPKC 
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or scrambled shRNA genes flowered normally, but did 
not produce seeds. The described transgenic lettuce 
plants accumulating antiPKC siRNA are the subject for 
animal testing and can be considered as a raw material 
for the development of novel antihypertensive drugs.

ÎÄÅÐÆÀÍÍß ÒÐÀÍÑÃÅÍÍÈÕ ÐÎÑËÈÍ 
ÑÀËÀÒÓ, ÙÎ ÑÈÍÒÅÇÓÞÒÜ ÏÎÒÅÍÖ²ÉÍÎ 
ÀÍÒÈÃ²ÏÅÐÒÅÍÇÈÂÍÓ ÊÎÐÎÒÊÓ 
ØÏÈËÜÊÎÂÓ ÐÍÊ 

².Ì. Ãåðàñèìåíêî, Â.Â. Êëåùåâíèêîâ, 
Â.Ð. Êåäëÿí, Ë.Î. Ñàõíî, ².À. Àðáóçîâà, 
Þ.Â. Øåëóäüêî, Â.ª. Äîñåíêî, Ì.Â. Êó÷óê

Çàö³êàâëåí³ñòü ôàðìàöåâòè÷íî¿ ³íäóñòð³¿ â ðîçðîáö³ 
òåðàïåâòè÷íèõ ïðåïàðàò³â, çàñíîâàíèõ íà ÐÍÊ-³íòåð-
ôåðåíö³¿, øâèäêî çðîñòàº. Âèêîðèñòàííÿ ðîñëèí äëÿ 
ñèíòåçó ôàðìàöåâòè÷íî ö³ííèõ êîðîòêèõ ÐÍÊ ìîæå 
ìàòè òàê³ âàæëèâ³ ïåðåâàãè, ÿê íèçüêà ñîá³âàðò³ñòü, 
ìîæëèâ³ñòü îäåðæàííÿ âåëèêî¿ ê³ëüêîñò³ ìàòåð³àëó 
é çíèæåíèé ðèçèê çàáðóäíåííÿ ïàòîãåíàìè, íåáåç-
ïå÷íèìè äëÿ ëþäèíè. Ïðè âèêîðèñòàíí³ ¿ñò³âíèõ 
ðîñëèí ìîæíà âèêëþ÷èòè âèñîêîâèòðàòíó ñòàä³þ
î÷èùåííÿ ê³íöåâîãî ïðîäóêòó. Â äàí³é ðîáîò³ îïè-
ñàíî îäåðæàííÿ òðàíñãåííèõ ðîñëèí ñàëàòó, ÿê³ 
ñèíòåçóþòü êîðîòêó øïèëüêîâó ÐÍÊ (êøÐÍÊ) äëÿ
ïðèãí³÷åííÿ åêñïðåñ³¿ ãåíà ³çîôîðìè äåëüòà ïðî-
òå¿íê³íàçè Ñ (ÏÊÑ), åôåêòèâíî¿ ö³ë³ ïðè çàñíîâàíî-
ìó íà ÐÍÊ-³íòåðôåðåíö³¿ ë³êóâàíí³ àðòåð³àëüíî¿ ã³-
ïåðòåíç³¿. Òðàíñãåíí³ ðîñëèíè ñàëàòó îòðèìàíî ìå-
òîäîì Agrobacterium-îïîñåðåäêîâàíî¿ òðàíñôîðìàö³¿
ç âèêîðèñòàííÿì ãåíåòè÷íèõ êîíñòðóêö³é, ÿê³ íå-
ñóòü ãåíè àíòè-ÏÊÑ ³ êîíòðîëüíî¿ êøÐÍÊ. Ïðè-
ñóòí³ñòü òðàíñãåí³â ï³äòâåðäæåíî ÏËÐ-àíàë³çîì. Ð³-
âåíü íàêîïè÷åííÿ àíòè-ÏÊÑ êøÐÍÊ áóâ âèì³ðÿ-
íèé çà äîïîìîãîþ ê³ëüê³ñíî¿ ÏËÐ ç³ çâîðîòíîþ 
òðàíñêðèïö³ºþ. Ø³ñòü òðàíñãåííèõ ë³í³é ñàëàòó 
äåìîíñòðóâàëè ð³çíèé ð³âåíü åêñïðåñ³¿ àíòè-ÏÊÑ 
êøÐÍÊ, íàéá³ëüøèé âì³ñò ÿêî¿ äîñÿãàâ 14 ± 9 % 
ó ïîð³âíÿíí³ ç âèñîêîåêñïðåñîâàíîþ ì³ÐÍÊ ñàëà-
òó (mir156a), àáî 12,7 ôìîëü/ã ñóõî¿ ìàñè. Ðîñëèíè, 
ùî íåñóòü ÿê ãåí àíòè-ÏÊÑ, òàê ³ êîíòðîëüíî¿ 
êøÐÍÊ, íîðìàëüíî öâ³ëè, îäíàê íå çàâ’ÿçóâàëè íà-
ñ³ííÿ. Îïèñàí³ òðàíñãåíí³ ðîñëèíè ñàëàòó, ùî ì³ñ-
òÿòü àíòè-ÏÊÑ êøÐÍÊ, ïåðåäáà÷àºòüñÿ âèêîðèñ-
òîâóâàòè äëÿ òåñòóâàííÿ ô³ç³îëîã³÷íî¿ àêòèâíîñò³ íà 
òâàðèíàõ, à íàäàë³ äëÿ ðîçðîáêè íîâèõ çàñîá³â ïðè 
ë³êóâàíí³ àðòåð³àëüíî¿ ã³ïåðòåíç³¿.
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