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Цели. Генная терапия основана на введении генетического материала в клетки, ткани или 
органы с целью лечения наследственных или приобретенных заболеваний. Ключевым фак-
тором успеха генной терапии является развитие систем доставки, способных эффективно 
переносить генетический материал к месту их терапевтического действия, не вызывая 
каких-либо связанных с ними побочных эффектов. За последнее десять лет много усилий 
было направлено на создание более эффективных и биосовместимых векторов, способных 
переносить нуклеиновые кислоты в клетки, не вызывая иммунного ответа. Катионные ли-
посомы являются одним из самых универсальных инструментов для доставки нуклеиновых 
кислот в клетки, однако применение липосом для целей генной терапии ограничено неспец-
ифичностью такой доставки. Это связано с наличием различных биологических барьеров на 
пути комплекса липосом с нуклеиновыми кислотами; например, с нестабильностью в биоло-
гических жидкостях; взаимодействиями с белками сыворотки крови, плазматической и ядер-
ной мембранами; а также с эндосомной деградацией. В этом обзоре обобщены результаты 
исследований за последние годы по разработкам катионных липосом, эффективных in vitro и 
in vivo. Особое внимание уделено отдельным структурным элементам катионных липосом, 
определяющим эффективность трансфекции и цитотоксичность. Целью данного обзора яв-
лялось теоретическое обоснование выбора катионных липосом, наиболее перспективных для 
доставки нуклеиновых кислот в эукариотические клетки, а также изучение влияния соста-
ва катионных липидов на эффективность трансфекции in vitro.
Результаты. В результате проведенного анализа литературы можно утверждать, что 
одними из наиболее перспективных систем доставки нуклеиновых кислот являются кати-
онные липиды на основе холестерина и спермина с добавлением липида-хелпера DOPE. Кроме 
того, было установлено, что варьирование состава катионных липосом, соотношения кати-
онных липидов и нуклеиновых кислот, а также размера и дзета-потенциала липосом оказы-
вают значительное влияние на эффективность трансфекции.
Выводы. Дальнейшие исследования в данном направлении должны включать в себя оптими-
зацию условий получения катионных липосом с учетом установленных закономерностей, а 
также физико-химических свойств. Необходимо исследовать возможности повышения эф-
фективности доставки нуклеиновых кислот путем поиска оптимальных структур кати-
онных липосом, определения соотношения компонентов липоплексов и изучения свойств и 
эффективности доставки многокомпонентных липосом in vitro.
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Objectives. Gene therapy is based on the introduction of genetic material into cells, tissues, or 
organs for the treatment of hereditary or acquired diseases. A key factor in the success of gene 
therapy is the development of delivery systems that can efficiently transfer genetic material to 
the place of their therapeutic action without causing any associated side effects. Over the past 
10 years, significant effort has been directed toward creating more efficient and biocompatible 
vectors capable of transferring nucleic acids (NAs) into cells without inducing an immune 
response. Cationic liposomes are among the most versatile tools for delivering NAs into cells; 
however, the use of liposomes for gene therapy is limited by their low specificity. This is due 
to the presence of various biological barriers to the complex of liposomes with NA, including 
instability in biological fluids, interaction with serum proteins, plasma and nuclear membranes, 
and endosomal degradation. This review summarizes the results of research in recent years on 
the development of cationic liposomes that are effective in vitro and in vivo. Particular attention 
is paid to the individual structural elements of cationic liposomes that determine the transfection 
efficiency and cytotoxicity. The purpose of this review was to provide a theoretical justification of 
the most promising choice of cationic liposomes for the delivery of NAs into eukaryotic cells and 
study the effect of the composition of cationic lipids (CLs) on the transfection efficiency in vitro.
Results. As a result of the analysis of the related literature, it can be argued that one of the most 
promising delivery systems of NAs is CL based on cholesterol and spermine with the addition of 
a helper lipid DOPE. In addition, it was found that varying the composition of cationic liposomes, 
the ratio of CL to NA, or the size and zeta potential of liposomes has a significant effect on the 
transfection efficiency.
Conclusions. Further studies in this direction should include optimization of the conditions for 
obtaining cationic liposomes, taking into account the physicochemical properties and established 
laws. It is necessary to identify mechanisms that increase the efficiency of NA delivery in 
vitro by searching for optimal structures of cationic liposomes, determining the ratio of lipoplex 
components, and studying the delivery efficiency and properties of multicomponent liposomes.

Кeywords: liposomes, nucleic acids, gene therapy, lipids, delivery.
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ВВЕДЕНИЕ

Генная терапия – один из перспективных методов 
лечения широкого спектра заболеваний, основанный 
на введении терапевтических нуклеиновых кислот 
(НК) в организм и приводящий либо к экспрессии 
генетической конструкции, либо к частичному или 
полному подавлению функции поврежденного гена 
[1]. В отличие от низкомолекулярных лекарствен-
ных соединений, терапевтическое действие которых 
основано на связывании с белками-мишенями, НК 
могут регулировать клеточную экспрессию специ-

фических генов, контролируя уровень экспрессии 
функциональных белков.

К терапевтическим НК относятся малые интер-
ферирующие РНК (small interfering RNA, siRNA), 
антисмысловые, антигенные и иммуностимулирую-
щие олигодезоксирибонуклеотиды (ОДН), плазмид-
ные ДНК (пДНК), а также рибозимы. Одним из пер-
вых типов НК, рассматриваемых в качестве объекта 
генной терапии, были пДНК [2].

Низкая эффективность доставки НК в клет-
ки-мишени и создание условий для их длительного 
функционирования являются основными проблема-
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ми генной терапии [1−3]. Терапевтический эффект 
молекул НК в гораздо большей степени, нежели низ-
комолекулярных соединений, определяется их фи-
зико-химическими свойствами. Так, например, НК 
отрицательно заряжены, разрушаются под действи-
ем сывороточных нуклеаз, а также быстро выводят-
ся из организма через почки [4−6]. Эукариотические 
клетки не имеют возможности прямого захвата НК; 
в связи с этим возникает множество ограничений 
по использованию НК в качестве лекарственных 
средств, а именно низкая стабильность, короткий 
период полувыведения из организма и низкая эф-
фективность доставки. Учитывая эти факторы, сле-
дует уделить особое внимание разработке эффектив-
ных систем доставки НК в эукариотические клетки, 
позволяющих решить перечисленные проблемы.

В подавляющем большинстве исследований 
для системной доставки НК в клетки используют-
ся вирусные векторы (ретровирусы, лентивирусы, 
аденовирусы и аденоассоциированные вирусы), ко-
торые характеризуются высокой эффективностью 
трансфекции (ЭТ) клеток и обеспечивают высокий 
уровень экспрессии генов [7−9]. Однако эти векторы 
имеют ряд недостатков: канцерогенность [10], имму-
ногенность [11], тропизм к широкому спектру клеток 
[12], а также трудозатратное получение [13]. Кроме 
того, некоторые вирусные системы быстро выводят-
ся из организма [14].

Использование для доставки НК невирусных век-
торов, таких как липосомы, полимеры, дендримеры, 
позволяет решать некоторые из перечисленных про-
блем. Так, они обладают низкой иммуногенностью 
и, как правило, не вызывают иммунного ответа [15]. 
Отсутствие ограничений в размере переносимых те-
рапевтических НК, простота синтеза и возможность 
модификации структуры делают невирусные векторы 
перспективными системами доставки НК [16, 17]. 
Самый большой недостаток невирусных векторов – 
низкая ЭТ. Одним из возможных вариантов решения 
данной проблемы является использование в качестве 
невирусных векторов липосом с их разнообразной 
морфологией, составом, способностью включать в 
себя многие терапевтические биомолекулы.

Особое внимание в качестве невирусных систем 
доставки привлекают липосомы на основе катион-
ных липидов (КЛ). Регулируя величину поверхност-
ного заряда липосом путем изменения липидного 
состава, можно контролировать степень взаимодей-
ствия липосом с отрицательно заряженными НК. 
Липосомы, состоящие из КЛ, являются биодегра-
дируемыми благодаря эндогенным ферментам, спо-
собным разрушать липидные компоненты липосом 
после введения в организм. Кроме того, поверхность 
катионных липосом можно модифицировать введе-
нием полиэтиленгликольных остатков или адресных 

лигандов [18, 19], а включение в липидный бислой 
липофильных химиотерапевтических препаратов 
может обеспечить совместную доставку лекарствен-
ного средства и терапевтических НК [20, 21].

Образование липоплексов (комплексов отрица-
тельно заряженных НК и положительно заряженных 
липидов/липосом) происходит в результате электро-
статических взаимодействий. Размер образующихся 
липоплексов в основном зависит от типа использу-
емых КЛ и количественного соотношения положи-
тельно заряженных атомов азота КЛ и отрицатель-
но заряженных фосфатных групп НК (соотношение 
N/P). Условия получения липоплексов (концентра-
ция НК, рН и состав буферного раствора) также по-
зволяют регулировать их размер. Как правило, 
липоплексы формируются с небольшим избытком 
положительного заряда, чтобы в дальнейшем они 
смогли вступить во взаимодействие с отрицательно 
заряженными компонентами мембраны клетки.

ВНЕКЛЕТОЧНЫЕ И ВНУТРИКЛЕТОЧНЫЕ 
БАРЬЕРЫ

Большинство липоплексов в условиях in vivo под-
вергаются структурным изменениям и могут разру-
шаться под действием эндогенных факторов, которые 
обусловлены наличием ряда внеклеточных (взаимодей-
ствие с компонентами крови, эндотелиальные барьеры, 
клеточная мембрана) и внутриклеточных (клеточный 
захват, высвобождение из эндосом, внутриклеточный 
перенос, доставка в ядро) барьеров [22, 23].

Взаимодействие липоплексов с компонентами кро-
ви играет существенную роль в их биологическом рас-
пределении [24−26] и может спровоцировать быстрое 
выведение липоплексов из кровотока за счет захвата 
тканевыми макрофагами ретикулоэндотелиальной си-
стемы организма [27]. Известно, что с поверхностью 
липоплексов связываются белки сыворотки крови, та-
кие как альбумины, липопротеины высокой и низкой 
плотности и т.п. Кроме того, на скорость клиренса ли-
поплексов влияет баланс адсорбированных опсонинов, 
которые по-разному распознаются рецепторами на по-
верхности макрофагов [28−30]. Положительный заряд 
липоплексов активирует систему комплемента и тем 
самым ускоряет процесс их выведения [31]. В целом, 
более крупные липоплексы быстрее выводятся из орга-
низма, чем частицы меньшего размера [32].

Было показано, что поглощение комплексов кати-
онных липосом c siRNA может привести к активации 
врожденного иммунитета [33−35] путем воздействия 
на РНК-чувствительные Toll-подобные рецепторы, 
индуцируя воспалительные цитокины; при этом воз-
никает ответная реакция в виде продукции интерфе-
рона [35]. Иммунный ответ также может быть вызван 
самими катионными липосомами даже без присут-
ствия siRNA [36].
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Липоплексы, которым удалось избежать клиренса, 
достигают ткани-мишени, но на их пути возника-
ет эндотелиальный барьер – плотная сеть внутри-
клеточного матрикса, затрудняющая диффузию ком-
плексов липосом с НК к клеткам-мишеням [37].

Общепризнано, что проникновение липоплексов 
через клеточную мембрану обусловлено электроста-
тическим взаимодействием между КЛ липоплексов и 
отрицательно заряженной поверхностью клетки [38]. 
Эндоцитоз является наиболее распространенным путем 
проникновения липоплексов и включает в себя множе-
ство механизмов поглощения, таких как клатрин- и ка-
веолин-опосредованный эндоцитоз; макропиноцитоз; а 
также пути, которые являются как клатрин-, так и каве-
олин-независимыми. Дополнительный механизм погло-
щения – фагоцитоз – доступен лишь специальным клет-
кам, таким как макрофаги и дендритные клетки [38]. 
«Выбор» механизма поглощения обусловлен размером 
поглощаемых липоплексов, типом трансфицируемых 
клеток и составом катионных липосом.

После проникновения внутрь клетки важным 
этапом транспортного пути липоплексов является 
их выход из эндосом. Существует несколько меха-
низмов высвобождения НК. Липосомы на основе 
монокатионных липидов преимущественно высво-
бождают свое содержимое в цитозоль с помощью 
механизма липидного смешивания. Сущность дан-
ного механизма заключается в слиянии мембран ли-
поплекса и эндосом; при этом КЛ стимулируют пере-
мещение отрицательно заряженных фосфолипидов 
мембраны к внутренней поверхности эндосом. В ре-
зультате происходит дестабилизация эндосомальной 
мембраны и высвобождение НК в цитоплазму [39]. 
Следует отметить, что наличие в составе липосом 
специальных липидов-хелперов (см. раздел «Липи-
ды-хелперы») способствует слиянию липоплексов с 
эндосомальной мембраной и ее дестабилизации.

Второй механизм высвобождения НК из липо-
плексов называется «эффектом протонной губки». 
Он характерен для КЛ, содержащих большое количе-
ство вторичных или третичных аминогрупп, которые 
имеют значения pKa между физиологическим и ли-
зосомальным рН (обычно 5.5–6.0). При закислении 
среды внутри эндосом аминогруппы КЛ протониру-
ются, что способствует дополнительному притоку 
несвязанных хлорид-анионов. Чтобы компенсиро-
вать увеличенное поглощение ионов, в эндосомы по-
ступают дополнительные молекулы воды, вызывая 
ее осмотическое набухание и разрыв [39].

После высвобождения из эндосом и попадания 
в цитоплазму НК должна быть доставлена в целевой 
компартмент клетки для достижения желаемого био-
логического действия. Для НК, активность которых 
проявляется в цитоплазме, таких как олигодезокси-
рибонуклеотиды и siRNA, этот барьер неактуален, 

а для пДНК целевым компартментом является ядро. 
Подвижность больших молекул, таких как пДНК, в 
цитоплазме чрезвычайно низка, что делает их вос-
приимчивыми к деградации под действием цито-
плазматических нуклеаз [40].

Определяющим фактором для скорости пере-
движения пДНК через цитоплазму является размер и 
структура молекулы пДНК; кольцевая пДНК движет-
ся быстрее, чем линейная [41]. Влияние плотности 
упаковки пДНК на эффективность доставки изучено 
недостаточно, однако уплотнение структуры может 
приводить к повышению подвижности и устойчиво-
сти пДНК к цитоплазматическим нуклеазам.

Наконец, для экспрессии пДНК требуется пре-
одоление последнего внутриклеточного барьера – 
ядерной мембраны. При делении клеток пДНК могут 
проникать в ядро во время нарушения целостности 
ядерной мембраны; однако в неделящихся клетках 
пДНК проходят сквозь мембрану через комплекс 
ядерных пор, который способен переносить молеку-
лы размером до 9 нм и массой менее 40 кДа путем 
свободной диффузии [42]. Введение в состав липо-
плексов пептидной последовательности «сигнала 
ядерной локализации» способствует более эффектив-
ному переносу пДНК через ядерную мембрану [39].

Таким образом, при проведении трансфекции 
клеток липоплексами необходимо учитывать не 
только их характеристики, но и существование вне-
клеточных и внутриклеточных барьеров.

КАТИОННЫЕ ЛИПИДЫ

Среди невирусных векторов использование ка-
тионных липосом в качестве системы доставки НК 
привлекло большое внимание разработчиков новых 
лекарственных препаратов из-за их явных преиму-
ществ, таких как простота приготовления, воспро-
изводимость и биоразлагаемость, а также коммер-
ческая доступность [43]. Основные структурные 
компоненты липосом – КЛ − представляют собой 
амфифильные молекулы, которые могут быть легко 
получены в ходе химического синтеза и использова-
ны для изучения взаимосвязи структура−трансфици-
рующая активность.

Среди КЛ для конструирования катионных 
липо сом наиболее широко применяются:

N - (1 - (2 ,3 -диолеилокси)пропил) -N,N,N -
триметил аммоний хлорид (1, DOTMA) [17];

N-(1-(2,3-диолеоилокси)пропил)-N,N,N-триме-
тиламмоний хлорид (2, DOTAP) [17];

3β-[N-(N’,N’-диметиламиноэтан)-карбамоил]хо-
лестерин гидрохлорид (3, DC-Chol) [8];

диоктадециламидоглицилспермин (4, DOGS) [3];
2,3-диолеилокси-N-[2-(сперминкарбоксамидо)-

этил]-N,N-диметил-1-пропиламмоний пентафтор-
ацетат (5, DOSPA) [3].
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Катионные липиды состоят из четырех основных 
структурных единиц: гидрофильная катионная груп-
па (ГКГ); спейсерная группа (СГ); линкерная группа 
(ЛГ); гидрофобный домен (ГД). Катионная природа 
липида определяется структурой его гидрофильной 
группы, которую формируют первичные, вторичные, 
третичные амины, четвертичные аммонийные груп-
пы, аминокислоты или короткие пептиды, а также ге-
тероциклические основания [43]. Экспериментально 
доказано, что КЛ на основе четвертичных аммоние-
вых солей более токсичны по сравнению с аналога-
ми, содержащими третичные аминогруппы [44]. Для 
связывания и доставки НК возможно использование 
КЛ, содержащих заряженные атомы фосфора или 
мышьяка, что приводит к увеличению ЭТ и сниже-
нию токсичности [45].

Гидрофобный домен КЛ чаще всего формируется 
длинноцепочечными углеводородными заместителя-
ми (от 12 до 20 атомов углерода) или холестерином. 
Было установлено, что КЛ с одной углеводородной 
цепью проявляют большую токсичность и обладают 
более низкой ЭТ по сравнению с КЛ с двумя цепями 
[46]. Однако было показано, что соединение 6, со-
держащее один остаток додекановой кислоты в ка-
честве ГД, оказалось не только более эффективным, 
но и менее токсичным, чем DOTAP (2) [47]. Учитывая 

различную зависимость ЭТ от токсичности КЛ, а 
также строения их гидрофобного домена, последний 
должен подбираться отдельно.

Линкерная группа (сложноэфирная, эфирная, кар-
бамоильная, дисульфидная) соединяет ГД и ГКГ, опре-
деляет стабильность и способность КЛ к биодегра-
дации, что также влияет на ЭТ. DOTMA (1) с простой 
эфирной связью проявляет высокую ЭТ, но при этом 
слишком стабилен, чтобы подвергаться биодеградации 
в организме, что объясняет его высокую токсичность. 
Липиды со сложноэфирными линкерами, например, со-
единение 2, легче подвергаются биодеградации при по-
падании в системный кровоток [48]. При использовании 
карбамоильной связи в качестве ЛГ (липид 3) снижение 
значения pH будет действовать как «спусковой крючок» 
для разделения гидрофобной и гидрофильной частей 
КЛ и, таким образом, способствовать высвобождению 
НК после проникновения в клетку и попадания в эн-
досому [49, 50]. Соединения, содержащие в качестве 
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линкерной группы чувствительные к действию вос-
становителей дисульфидные связи, стабильны в кро-
вотоке, но разрушаются после проникновения в ци-
тозоль под действием глутатиона и/или редуктаз, что 
может быть использовано для улучшения ЭТ [51]. 
Однако наличие дисульфидной связи в качестве ЛГ в 
соединении 7 приводило к полной потере экспрессии 
гена люциферазы в клетках HepG2 и HeLa [52].

Спейсерная группа (глицерин, аминокисло-
ты, олигометиленовые группы, полиэтиленгликоли 
и т.д.) служит для разнесения в пространстве ГД и 
ГКГ. Длина СГ оказывает влияние на токсичность и 
ЭТ. Так, для КЛ 8 на основе холестерина увеличение 
длины СГ до 3 атомов в углеродной цепи приводит к 
снижению цитотоксичности КЛ in vitro и in vivo [53].

При использовании спейсеров одной длины, но 
ГКГ с различной структурой, было показано, что за-
мена метильной группы в соединении 9 на этильную 
в соединении 10 приводит к увеличению как токсич-
ности, так и ЭТ in vitro [53].

Катионные гемини-амфифилы 11a и 11b с корот-
кими СГ способствовали более высокой ЭТ, чем их 
аналоги 11c и 11d с длинными спейсерами [54].

Кроме длины, важную роль в доставке НК игра-
ет гидрофобность СГ. При сравнении ЭТ липосом 
на основе КЛ с гидрофобными олигометиленовыми 
спейсерами (n = 3, 5, 7, 11) и гидрофильным заме-
стителем на основе короткого триоксиэтиленового 
фрагмента максимальный уровень экспрессии был 
достигнут при использовании липида 12 с гептаме-
тиленовым спейсером [55].

ЛИПИДЫ-ХЕЛПЕРЫ

Катионные липосомы могут сформироваться 
только из одного КЛ, однако добавление в их со-
став дополнительного нейтрального липида-хелпера 
может увеличить ЭТ [56]. Среди липидов-хелперов 
наиболее часто используются 1,2-диолеоил-sn-гли-
церо-3-фосфоэтаноламин (13a, DOPE) [19] и фосфа-
тидилхолин (14, PC) [57].

Два разных липида-хелпера 13a (DOPE) и 
1,2-дипальмитоил-sn-глицеро-3-фосфоэтаноламин 
(13b, DPPE) были использованы в качестве компо-
нентов липосом для изучения эффективности эндо-
сомального выхода НК в цитозоль и дальнейшего 
ее транспорта в ядро. В случае липида-хелпера 13b, 
способствующего образованию липоплексов с ла-
меллярной структурой, эффективность трансфекции 
была низкой (25% трансфицированных клеток), в то 
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время как при использовании липида 13a, формиру-
ющего инвертированную гексагональную фазу, ко-
личество трансфицированных клеток увеличивалось 
до 75% [58]. В отличие от ламеллярной структуры, 
представляющей собой повторяющиеся слои пДНК 
и КЛ, инвертированная гексагональная структура 
способствует конденсации пДНК внутри цилиндров 
[19], которые собираются за счет Ван-дер-Ваальсо-
вых взаимодействий между липидными «хвостами».

Использование DOPE в качестве липида-хел-
пера в составе различных катионных липосом при-
водит к повышению ЭТ многих клеточных линий 
[19, 56, 59], поскольку в условиях эндосомального 
закисления при понижении значения pH он спосо-
бен формировать инвертированную гексагональную 
фазу и тем самым дестабилизировать мембрану эн-
досом. Так, исследование мицелл, сформированных 
DOPE, показало, что при снижении рН от 10.8 до 7 
происходит переход сферических мицелл к гексаго-
нально упакованным цилиндрам [60]. Оптимальным 
диапазоном для такого перехода является значение 
pH от 9 до 7. Этот переход связан с цвиттер-ионной 
природой полярной головки группы DOPE. При вы-
соких значениях pH фосфатная группа заряжена от-
рицательно, что обуславливает отталкивание гидро-
фильных групп соседних молекул. При снижении 
значений рН происходит формирование водородных 
связей, которые вместе с электростатическим взаи-
модействием являются причиной формирования гек-
соганально упакованных структур.

Липоплексы, сформированные пДНК и липосо-
мами на основе КЛ 2, эффективно образовывались 
начиная с соотношения N/P = 2:1 и выше [59]. Введе-
ние DOPE в состав липосом и дальнейшая инкубация 
с ДНК приводит к образованию отрицательно заря-
женного липоплекса. Формирование солевых мости-
ков между положительно заряженной гидрофильной 
группой КЛ 2 и остатком фосфорной кислоты липи-

да DOPE позволяет первичной аминогруппе DOPE 
стабилизироваться на поверхности липосом и более 
тесно взаимодействовать с отрицательно заряженны-
ми фосфатными группами ДНК. Следует отметить, 
что при высоких соотношениях N/P = 6:1 и выше 
происходило образование компактных и однородных 
липоплексов с высоким положительным зарядом. 
Также липид DOPE может обеспечить доступность 
гидрофильных катионных групп КЛ для связывания 
с ДНК, тем самым снижая энергию взаимодействия 
[59]. Таким образом, использование DOPE обеспечи-
вает эффективный выход из эндосом компактизиро-
ванной НК посредством дестабилизации эндосомаль-
ной мембраны [58, 61], а также способствует более 
компактной упаковке спиралей ДНК [62, 63].

Фосфатидилхолин (14, PC) представляет собой 
группу фосфолипидов, содержащих остаток холина в 
качестве гидрофильной группы и фосфатидную кис-
лоту с различными ацильными остатками в качестве 
гидрофобного домена [57]. Однако использование 
PC в качестве липида-хелпера, формирующего ла-
меллярную структуру в составе катионных липосом, 
приводило к понижению ЭТ, в отличие от DOPE [56].

Низкая температура фазового перехода DOPE 
(10 °С) обусловливает низкую стабильность катион-
ных липосом и липоплексов в экспериментах in vivo. 
Одним из подходов к решению данной проблемы яв-
ляется синтез аналогов DOPE, фазовый переход ко-
торых находится вблизи температуры организма че-
ловека (~37 °С). Были синтезированы аналоги DOPE 
15a−c, в которых цис-двойная связь в двух ацильных 
остатках заменена тройной связью, расположенной 
в разных положениях углеводородных заместите-
лей [64]. Такая химическая модификация позволила 
сформировать новую межмолекулярную упаковку, 
способствующую увеличению температуры фазово-
го перехода в физиологических условиях.
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Холестерин (16, Chol) является еще одним по-
пулярным липидом-хелпером [65−72]. Увеличение 
количества холестерина до 66.7% в составе липосом 
с КЛ 3 привело к образованию стабильных частиц, 
обеспечивающих высокую ЭТ клеток в присутствии 
сыворотки крови. Дальнейший рост количества хо-
лестерина до 80% не изменял ЭТ [66].

Было обнаружено, что некоторые КЛ имеют вы-
сокое сродство к липиду-хелперу и проявляют актив-
ность только с холестерином или только с DOPE. Ча-
сто липосомы, содержащие в качестве липида-хелпера 
холестерин, более эффективны при трансфекции кле-
ток, чем липосомы с фосфолипидами, что, возможно, 
связано с эндогенной природой холестерина [73].

Другой подход к поиску более эффективных ли-
пидов-хелперов был реализован путем синтеза со-
вершенно новых липидов 17a и 17b с имидазольной 
полярной группой, которые не заряжены при физио-
логическом рН, а их протонирование в эндосомах 
индуцирует слияние липоплексов с эндосомальной 
мембраной и способствует высвобождению НК в 
цитозоль. Стоит отметить, что новые липиды-хел-
перы 17a и 17b в составе катионных липосом могут 
улучшить трансфекцию в 100 раз по сравнению с 
DOPE [74].

Таким образом, эффективность доставки НК мо-
жет быть оптимизирована путем добавления липи-
дов-хелперов в состав катионных липосом.

КОММЕРЧЕСКИЕ ПРЕПАРАТЫ
НА ОСНОВЕ КАТИОННЫХ ЛИПИДОВ

На сегодняшний день существует ряд коммер-
ческих препаратов на основе КЛ: липофектамины 
(Lipofectamine 2000, Lipofectamine 3000, Lipofectamine 
RNAiMAX, Lipofectamine MessengerMAX, 
Lipofectamine CRISPRMAX, Lipofectamine LTX, 

Lipofectamine Stem), липофектин (Lipofectin), липо-
фектейс (LipofectACE), трансфектейс (TransfectACE), 
трансфектам (Transfectam), селлфектин (Cellfectin и 
Cellfectin II) и др. [75−79].

C момента запуска в масштабное производство 
в 1993 году липофектамин и его аналоги наиболее 
часто используются для трансфекции клеток [80]. 
Обладая высокой ЭТ широкого диапазона клеточных 
линий и способностью переносить различные типы 
НК, липофектамины считаются «золотым стандар-
том» среди трансфицирующих реагентов и наибо-
лее часто используются для сравнительной оценки 
эффективности при разработке как новых КЛ, так и 
альтернативных методов трансфекции.

Lipofectamine 2000 (Lf 2000) представляет со-
бой смесь поликатионнного липида 5 и нейтрального 
липида DOPE в мольном соотношении 3:1 [78]. При 
выборе подходящего трансфицирующего агента необ-
ходимо учитывать тип доставляемой НК. Существуют 
универсальные реагенты Lf 2000 и Lf 3000, которые 
используются для доставки ДНК и РНК. Lipofectamine 
RNAiMAX [81, 82] и Lipofectamine MessengerMAX 
были разработаны специально для трансфекции кле-
ток siRNA и микроРНК, соот ветственно.

Lf 2000 успешно трансфицирует клетки почек 
новорожденных хомяков (BHK-21), эмбриональные 
фибробласты мыши (NIH 3T3), клетки африканской 
зеленой мартышки (COS-1), клетки эпителия толсто-
го кишечника человека (HT-29), диплоидные клетки 
человека (MRC-5) и клетки рака молочной железы 
(SK-BR3). Lf 3000 является усовершенствованной 
версией реагента Lf 2000 и успешно трансфициру-
ет самые разнообразные биологически релевантные 
типы клеток [78, 83−85]. Его отличительной чер-
той является высокая ЭТ в присутствии сыворотки 
крови, в связи с чем отпадает необходимость смены 
культуральной среды после трансфекции, а также 
наличия второго компонента, который используется 
только для доставки пДНК.

Lipofectamine LTX – эффективный трансфициру-
ющий реагент для работы с трудно трансфицируемы-
ми, чувствительными клетками и первичными кле-
точными культурами. В свою очередь, Lipofectamine 
Stem был разработан специально для трансфекции 
стволовых клеток. Invivofectamine 3.0 подходит для 
доставки НК in vivo [86−88], в частности siRNA и 
микроРНК-дуплексов в клетки печени мыши путем 
инъекции липоплексов в хвостовую вену.

Трансфицирующий агент Lipofectin представля-
ет собой смесь липидов 1 и DOPE, взятых в мольном 
соотношении 1:1, и применяется для трансфекции 
широкого спектра клеток [89, 90]. Считается, что 
ДНК самопроизвольно взаимодействует с липидом 1 
по тому же принципу, как и с липидом 5; при этом 
100% ДНК находится в составе липоплексов.
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На основе липополиамина 4 создан коммер-
ческий препарат Transfectam, который эффективно 
доставляет НК в клетки кортикотропной опухоли 
(AtT20) и NIH 3T3 [91, 92].

Изучение возможности использования са-
мых простых поверхностно-активных веществ для 
трансфекции эукариотических клеток показало, 
что липосомы на основе диметилдиоктадецилам-
моний бромида (18, DDAB) и DOPE оказались бо-
лее эффективными, чем Lipofectin [93, 94], в связи 
с чем был запатентован препарат TransfectACE (или 
LipofectACE), содержащий соединение 18 и DOPE в 
мольном соотношении 1:2.5.

Трансфицирующие агенты Cellfectin и Cellfectin 
II представляют собой смесь N,N,N,N-тетра метил-
N,N,N,N-тетра(гексадецил)спермина (19, TM-TPS) и 
DOPE в мольном соотношении 1:1.5. Эти реагенты 
подходят для трансфекции как клеток млекопитающих, 
так и клеток насекомых (Sf9, Sf21 и S2) [78, 79, 94].

Трансфицирующий агент DMRIE-C, состоящий 
из 1,2-ди(тетрадецилокси)пропил-3-N-2-гидрокси-
этил-N,N-диметиламмоний бромида 20 и холесте-
рина в мольном соотношении 1:1, подходит для 
трансфекции эукариотических клеток и особенно 
эффективен для трансфекции суспензионных куль-
тур (например, клеток Т-лимфобластной лейкемии 
человека, Jurkat), а также других клеточных линий, 
полученных из лимфоидных клеток [95, 96].

Oligofectamine представляет собой запатентован-
ную композицию для доставки ОДН и siRNA в эука-
риотические клетки. За счет образования стабильных 
комплексов с ОДН он эффективно трансфицирует 
эукариотические клетки, включая клетки яичников ки-
тайских хомячков (CHO), клетки эмбриона почки че-
ловека (HEK 293), NIH 3T3 и клетки рака шейки матки 
человека (HeLa) [97].

Несмотря на большое разнообразие существую-
щих трансфицирующих агентов, разработка систем 
доставки, способных переносить различные типы 
НК in vitro и in vivo с высокой эффективностью и не 
оказывать токсического воздействия на жизнедея-
тельность клеток, приводит к появлению все новых 
и новых липосом.

ЛИПОСОМЫ НА ОСНОВЕ НОВЫХ
СИНТЕТИЧЕСКИХ КАТИОННЫХ ЛИПИДОВ

За последние два десятилетия было опубликовано 
большое количество работ, в которых катионные липо-
сомы используются в качестве носителей для доставки 
НК in vitro и in vivo. Формирование комплексов липосом 
с НК и их способность трансфицировать эукариотиче-
ские клетки зависят как от состава липосом, так и от 
особенностей строения КЛ. Кроме того, соотношение 
компонент комплексов (определяется соотношением 
N/P) и их физико-химические характеристики (размер 
и дзета-потенциал) также определяют эффективность 
трансфекции клеток.

Относительно недавно было высказано предпо-
ложение, что проникновение липоплексов в клетку 
происходит при участии специальных переносчиков 
холестерина. Присутствующий в клеточных мембра-
нах холестерин нарушает плотную упаковку фосфоли-
пидов и уменьшает их текучесть мембран, а также их 
проницаемость для малых водорастворимых молекул. 
Поскольку энергетический барьер для «флип-флоп»- 
перехода молекул холестерина оказывается низким, его 
перераспределение между слоями осуществляется бы-
стро, что влияет на клеточное поглощение комплексов, 
образование и деградацию эндосом [98].

Использование холестеринсодержащих КЛ или 
холестерина в качестве липида-хелпера приводит к 
повышению ЭТ [66]. Это может быть обусловлено 
образованием в структуре липоплексов холестери-
новых нанодоменов, которые опосредуют эндоци-
тоз и/или внутриклеточный транспорт комплексов. 
Кроме того, холестерин в составе КЛ защищает НК 
от деградации нуклеазами в организме, снижает свя-
зывание липоплексов с белками сыворотки крови, 
тем самым улучшая доставку НК. Таким образом, 
использование КЛ на основе холестерина может при-
вести к значительному увеличению эффективности 
доставки НК и ее экспрессии [59, 66, 67, 99−105].

Один из самых широко используемых КЛ на осно-
ве холестерина DC-Chol (3) эффективно доставлял НК в 
различные эукариотические клетки, как самостоятель-
но, так и в сочетании с другими липидами [59, 66, 68, 99, 
100]. Помимо него, были синтезированы и другие КЛ 
(21−26) на основе холестерина (табл. 1) для доставки 
различных типов НК.
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Сравнительное исследование эффективности липо-
сом, состоящих из мономерного КЛ (21) или димерных 
КЛ (22a−e) и липида-хелпера DOPE, которое проводи-
ли как в отсутствие (−FBS), так и в присутствии (+FBS) 
сыворотки крови (табл. 1), показало, что в отсутствие 
сыворотки липосомы на основе КЛ 21 трансфицирова-
ли около 70% клеток со средней интенсивностью флуо-
ресценции (СИФ) 20 отн. ед., в то время как липосомы 
на основе КЛ 22a−e трансфицировали 45−70% клеток 
с СИФ 20−75 отн. ед. В присутствии сыворотки крови 
ЭТ мономерных КЛ снизилась до ~20%, а димерных 
КЛ – до 40%. Липосомы на основе КЛ 22d−e оказались 
токсичными в отсутствие сыворотки в культуральной 
среде [101].

Трансфицирующая активность липосом на основе 
поликатионных липидов зависит от типа линкера, дли-
ны спейсера и количества остатков холестерина. Ли-
посомы, состоящие из КЛ 24c (табл. 1), содержащего 
два холестериновых остатка, карбамоильный линкер и 
спейсер из шести метиленовых звеньев, и DOPE, про-
демонстрировали лучшие результаты трансфекции in 
vitro среди других протестированных аналогов 23a−c, 
24a и 24b [59]. В отсутствие сыворотки крови увеличе-
ние ЭТ наблюдалось с увеличением соотношения N/P 
для всех липосомальных композиций; при этом липо-
сомы 23a-DOPE, 23b-DOPE или 24c-DOPE переносили 
пДНК эффективно при соотношении N/P = 6:1. Lf 2000 
обеспечивал менее эффективную доставку НК. Нали-
чие сыворотки крови приводило к снижению ЭТ на 
20−30% для всех катионных липосом, кроме компози-
ции 24c-DOPE (табл. 1).

Катионные липосомы на основе КЛ 2, липида-хел-
пера 16 и холестеринсодержащих ПЭГ-производных 
25a−c эффективно доставляли пДНК, кодирующую 
зеленый флуоресцентный белок, трансфицируя 7−20% 
клеток SKOV-3 и 12−17% клеток A549 (табл. 1) [102].

Был изучен ряд липосом на основе липидов 26a−f 
(табл. 1), в которых холестерин был использован в ка-
честве гидрофобного домена, а первичные и третичные 
аминогруппы и четвертичные аммонийные соли слу-
жили в качестве гидрофильной катионной группы. Ги-
дрофобный и гидрофильный домен были связаны с по-
мощью простых эфирных или сложноэфирных связей. 
Среди шести исследованных композиций наибольшую 
ЭТ продемонстрировали липосомы с КЛ 26a и 26f, со-
держащими в своей структуре первичные аминогруппы. 
Такие липосомы доставляли пДНК pEGFP в клетки 293T 
эффективнее, чем коммерческий агент Lf 2000 [103].

Другим структурным элементом, который оказы-
вает сильное влияние на ЭТ, является катионная груп-
па, необходимая для связывания и компактизации НК. 
Известно, что полиамины млекопитающих, такие как 
спермин (27), спермидин (28) и путресцин (29), не толь-
ко обладают возможностью связывать НК, но и способ-
ствуют слиянию липосом с клеточной мембраной [104]. 

Для доставки siRNA в клетки HeLa были использованы 
липосомы на основе КЛ 30a−c (табл. 2) [105]. Макси-
мальное количество трансфицированных клеток (62%) 
достигалось при использовании липосом с КЛ 30a на 
основе спермина.

Важная роль спермина при формировании ли-
поплексов была показана в ряде научных публикаций 
[105−111]. В работе [106] рассмотрены перспективы 
применения катионных липосом, состоящих из спермин-
содержащих КЛ 31a−c с ацильными заместителями раз-
личной длины и липида-хелпера 14 (табл. 2). Среди них 
липосомы, содержащие КЛ 31a с миристоильным заме-
стителем, продемонстрировали самый высокий уровень 
трансфекции, при котором наблюдалась самая низкая 
цитотоксичность. Та же закономерность была характер-
на при использовании данных липидов в составе ниосом 
(неионных поверхностно-активных везикул) [107].

Липосомы на основе N4,N9-диацилированных 
производных спермина 32a−j (табл. 2), содержащих 
два жирнокислотных остатка длиной от 18 до 24 
углеводородных звеньев, защищают НК от нуклеаз 
и способствуют эффективному транспорту НК. В 
отсутствие сыворотки наиболее эффективными по 
количеству трансфицированных клеток (68%) ока-
зались липосомы на основе асимметричного КЛ 32d 
с остатками олеиновой и арахидоновой кислот, а по 
средней интенсивности флуоресценции (15 отн. ед.) – 
КЛ 32с с двумя остатками линолевой кислоты [108]. В 
присутствии сыворотки липосомы на основе КЛ 32e−j 
продемонстрировали эффективность, сравнимую 
с эффективностью Lf 2000 или превосходящую ее 
[70, 109]. Наиболее перспективные КЛ 32g, содержа-
щие остатки ненасыщенной олеиновой и насыщен-
ной лигноцериновой кислот, в липосомальной форме 
трансфицировали 85% клеток HeLa со средней ин-
тенсивностью флуоресценции 50 отн. ед.

В работах [110, 111] авторами исследована 
трансфицирующая активность липосом на основе 
сперминсодержащих КЛ с различающимися линкер-
ными группами − ди(оксиэтил)амино- (33); ди(окси-
этил)аминокарбокси- (34a−c); 3-амино-1,2-диокси-
пропил- (35a−c); 2-амино-1,3-диоксипропил- (36a−c) 
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− и тремя гидрофобными доменами (лауриновая, 
миристиновая и пальмитиновая кислоты). Все полу-
ченные липосомы и их комплексы с пДНК оказались 
малотоксичными для клеток (табл. 2). Среди липо-
сом, содержащих КЛ 33−36, наиболее эффективны-
ми при трансфекции клеток были липиды 35b и 35c 
с остатками миристиновой и пальмитиновой кислот, 
хотя КЛ 36a с более короткой углеводородной цепью 
также способствовал эффективной доставке пДНК в 
отсутствие сыворотки крови. Добавление сыворотки 
к культуральной среде приводило к уменьшению ЭТ 
липосом c КЛ 35b и 35c с 3-амино-1,2-диоксипро-
пильным линкером, при этом ЭТ липосом на основе 
КЛ 36a c 2-амино-1,3-диоксипропильным линкером 
не изменялась (93% клеток).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Разработка катионных липосом, способных эф-
фективно доставлять НК в клетки-мишени и при 
этом оказывать на них минимальное токсическое 
воздействие, является конечной целью любых ис-
следований в области трансфекции. Несмотря на 
проведенные многочисленные исследования по соз-
данию оптимальных систем доставки НК в эукарио-
тические клетки, вопрос эффективности катионных 
липосом по-прежнему остается одним из главных 
факторов, лимитирующих их использование в ген-
ной или антисмысловой терапии.

Синтетические и структурные исследования по 
поиску новых катионных липидов и конструированию 
липосом на их основе открывают новые перспективы в 
разработке невирусных систем доставки нуклеиновых 
кислот в генной терапии. Весьма перспективными для 
in vitro доставки являются липиды на основе холестери-
на и спермина с различными вариациями состава, дли-
ны спейсера и типа используемого линкера. Однако для 
решения проблемы адресной доставки нуклеиновых 
кислот необходимо учитывать, помимо состава, также 
и физико-химические параметры катионных липосом 
и комплексов, которые они формируют с нуклеиновы-
ми кислотами. К таким параметрам относятся размер и 
поверхностный потенциал комплексов, которые зависят 
как от соотношения компонентов, так и от состава липо-
плексов. Таким образом, помимо поиска оптимальных 
структур катионных липидов, одной из дополнитель-
ных задач является определение соотношения компо-
нентов липоплексов, обеспечивающего направленную 
доставку нуклеиновых кислот в клетки-мишени.
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