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Генная терапия представляет собой фундамен-
тальный подход к лечению наследственных или 
приобретенных заболеваний путем воздействия на 
клетку или ткани терапевтическими нуклеино-
выми кислотами (олигонуклеотиды, РНК и ДНК). 
Для генной терапии главными условиями коррек-
ции заболевания являются эффективная доставка 
нуклеиновых кислот (НК) в клетки-мишени и 
обеспечение их длительного функционирования 
[1]. Терапевтическая НК должна преодолеть вне-
клеточные и внутриклеточные барьеры, прежде 
чем она достигнет своей цели, поэтому система 
доставки призвана защитить ее от разрушитель-
ного воздействия ферментов, способствовать про-
никновению внутрь клетки, а в некоторых случаях 
и дальнейшей экспрессии в ядре. Кроме того, 
система доставки должна быть нетоксичной, не-
иммуногенной и биосовместимой. 

Генетическая модификация соматических кле-
ток может проводиться методами in vivo либо ex 
vivo. Исторически в генной терапии существует 
три различных подхода. Первый заключается в 
использовании незащищенной ДНК, прямая инъек-
ция которой в клетку приводит к высокому 
уровню экспрессии. Простота этого подхода обус-
лавливает его использование в ряде эксперимен-
тальных протоколов [2]. Однако применение неза-
щищенных НК ограничивается легко доступными 
для непосредственной инъекции тканями (кожа 
или мускулы) и совершенно не подходит для 
системной доставки из-за наличия внеклеточных 
нуклеаз. Второй подход включает использование 
генетически измененных вирусов. Вирусные сис-
темы доставки – это биологические системы, про-
исходящие из нативных вирусов, способных пере-
носить собственный генетический материал в 
клетки хозяина. Некоторые вирусы, включая рет-
ровирусы, аденовирусы, простой вирус герпеса и 
аденоассоциированный вирус, были лишены своей 
токсичности с сохранением высокой способности 
транспортировать гены [1]. Вирусные векторы 
очень эффективны с точки зрения доставки и 
экспрессии. Однако использование вирусов огра-
ничивается их иммуногенностью, онкогенностью, 
ограниченным размером переносимой НК и высо-
кой стоимостью. Поэтому с 1990-х годов разраба-

тываются невирусные системы доставки на основе 
катионных амфифилов и полимеров, которые 
являются альтернативой вирусам. Среди прочих 
стал широко изучаться метод липофекции, ис-
пользующий катионные липиды или липосомы 
как средство доставки НК [1–4]. Катионные амфи-
филы имеют ряд преимуществ по сравнению с 
вирусными векторами, так как они не инфек-
ционны и не иммуногенны, обладают возмож-
ностью переноса протяженных НК. Катионные 
липосомы легко получать, они стабильны при 
хранении и экономически доступны. Все эти 
свойства катионных липосом делают их перспек-
тивными кандидатами для транспорта генов. 

В большинстве случаев катионные липосомы 
конструируют из катионного амфифила и липида-
помощника (липида-хелпера). Однако, иногда 
участие липида-хелпера не является необходи-
мым. Комплексы между НК и катионными липо-
сомами образуются за счет электростатических 
взаимодействий между положительно заряжен-
ными группами катионного амфифила и отрица-
тельно заряженными фосфатными группами НК. 
В результате такой спонтанной самоассоциации 
образуются наноразмерные частицы, называемые 
липоплексами, в которых НК располагается между 
липидных бислоев, выполняющих защитные функции. 
Структура и размер липоплексов зависят от типа 
используемого катионного липида и НК, а также 
от способа приготовления катионных липосом и 
количественного соотношения НК/липосомы. 

Препятствием для широкого применения сис-
тем доставки на основе катионных липосом яв-
ляется низкая эффективность переноса НК, что 
объясняется существованием внутренних и внеш-
них лимитирующих барьеров (или факторов) 
(рис. 1) [5]. Под внеклеточными факторами подра-
зумевают нестабильность липоплексов в биологи-
ческих жидкостях (взаимодействие с альбумином, 
липопротеинами низкой плотности, макроглобу-
линами и другими молекулами, что приводит к 
агрегации и быстрому клиренсу липоплексов), а 
также низкую степень взаимодействия с целевыми 
клетками-мишенями. Многочисленные исследова-
ния показывают, что липоплексы накапливаются 
преимущественно в легких, печени и селезенке. 

В 
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Эта аккумуляция приводит к их агрегированию и 
потере терапевтической активности. Следователь-
но, коллоидная стабильность липоплексов в физи-
ологических условиях является важным фактором, 
который необходимо учитывать при конструи-
ровании систем доставки нуклеиновых кислот [6]. 
Кроме того, положительно заряженные частицы 
могут взаимодействовать с опсонинами – белками 
плазмы крови, что приводит к их быстрому вы-
ведению ретикуло-эндотелиальной системой [7]. 
Взаимодействие липоплексов с компонентами сы-
воротки крови может быть минимизировано за 
счет использования липофильных производных 
полиэтиленгликоля (ПЭГ) при конструировании 
липосомальных систем доставки. Полиэтилен-
гликоль создает стерический барьер вокруг липо-
плекса и предотвращает взаимодействие с компо-
нентами крови, а также захват липоплексов клет-
ками ретикуло-эндотелиальной системы [8]. 

 

Рис. 1. Биологические барьеры, возникающие на пути 
липоплексов. 

 

Чтобы избежать проблем неспецифического 
взаимодействия липоплексов in vivo, необходимо 
снабдить системы доставки нуклеиновых кислот 
нацеливающими лигандами, которые обеспе-
чивают избирательное взаимодействие с клет-
ками-мишенями и приводят к рецептор-опосредо-
ванному эндоцитозу. Нацеливающие лиганды 
могут быть как низкомолекулярными соедине-
ниями (например, фолиевая кислота, галактоза, 
липопротеины низкой плотности, небольшие пеп-
тиды), так и пептидами и протеинами (например, 
трансферрин и антитела) [9]. 

В ходе трансфекции клеток липоплексам при-
ходится также преодолевать внутренние барьеры, 
главными из которых являются эндосомальная и 
ядерная мембраны. При формировании липоплек-
са использование избытка катионного амфифила 
(количественное соотношение липид/НК опреде-
ляется как среднее соотношение зарядов липо-
плекса (+/–)) придает поверхности липоплекса 
положительный заряд, что способствует неспеци-
фическому взаимодействию комплекса с отрица-
тельно заряженной мембраной клетки. Электрон-
ная и флуоресцентная микроскопии показали, что 
липоплексы находятся во внутриклеточных вези-
кулах в цитозоле, что говорит об их проник-
новении в клетку посредством эндоцитоза [10]. 
Кроме того, часть комплексов может остаться не-
востребованной на поверхности клетки. Преобла-
дающим способом проникновения катионных сис-
тем доставки, по-видимому, является неспецифи-
ческий адсорбционный эндоцитоз, так как отри-
цательно заряженные гликопротеины, протеогликаны, 

глицерофосфаты, присутствующие на клеточной мемб-
ране, способны взаимодействовать с положительно 
заряженными липоплексами [11].  

После проникновения липоплекса внутрь 
клетки посредством эндоцитоза, высвобождение 
НК из эндосомы является основным препятствием 
на пути к осуществлению своего «терапевтичес-
кого» воздействия. Относительно слабая транс-
фицирующая активность невирусных векторов 
частично является следствием того, что липо-
плексы не способны (в большинстве случаев) 
успешно высвободиться в цитозоль до деградации 
НК в лизосомах. Предполагают, что в случае 
систем доставки на основе катионных амфифилов 
происходит локальная дестабилизация мембраны, 
в которой катионные амфифилы, входящие в 
состав липоплексов, индуцируют перемещение 
анионных липидов из эндосомальной мембраны. 
А образование нейтральных пар ионов между 
анионными липидами эндосомальной мембраны и 
катионными амфифилами вызывает последующее 
разрушение липоплекса и высвобождение НК из 
комплекса в цитоплазму [12]. Кроме того, спе-
циальные липиды-хелперы (например, диолеоил-
фосфатидилэтаноламин (DOPE)), входящие в сос-
тав липоплексов, облегчают слияние с эндосо-
мальной мембраной и помогают ее дестабили-
зировать.  

Для поликатионных липидов, содержащих 
несколько аминогрупп, механизмом высвобожде-
ния из эндосом служит механизм «протонной 
губки» [13]. Особое внимание стоит уделить за-
кислению pH внутри эндосом: изначально зна-
чение pH такое же, как и в цитозоле (pH 7.2–7.4), 
но затем оно постепенно понижается до 5.0 за счет 
АТФ-зависимых протонных насосов, расположен-
ных в эндосомальной мембране. Модулируя тип 
линкеров в структуре катионного амфифила, мож-
но обеспечить своевременное высвобождение НК. 
Были получены катионные липиды, в состав кото-
рых входят кислотолабильные винильные, аце-
тальные группировки, что обеспечивает полный 
гидролиз липида в кислой среде и своевременное 
высвобождение НК. С целью увеличения эндосо-
мального высвобождения к липоплексам в качест-
ве лизосомразрушающих элементов присоеди-
няют pH-чувствительные эндосомолитические и 
амфипатические пептиды [14, 15]. 

Дальнейшая судьба доставляемой терапевти-
ческой НК будет зависеть от ее типа, например, в 
случае малых интерферирующих РНК доставка в 
цитозоль является завершающей стадией процесса 
трансфекции, поскольку именно в цитозоле дан-
ный тип НК оказывает свое терапевтическое воз-
действие. Если в качестве объекта доставки ис-
пользуется антисмысловой олигонуклеотид или 
плазмидная ДНК, то для завершения процесса 
трансфекции необходимы: полная диссоциация 
комплекса НК/катионные липосомы, транспорт 
НК в ядро клетки и, в случае ДНК, ее экспрессия.  

Мобильность таких больших молекул как 
ДНК в цитоплазме крайне низкая, что делает их 
мишенями для цитоплазматических нуклеаз [16]. 
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Период полураспада незащищенной ДНК в цито-
плазме клеток составляет около 50–90 мин. Таким 
образом, плазмидная ДНК должна быть защищена 
и при этом сохранять способность к проникновению в 
ядро. Пептиды со специфической последователь-
ностью «сигнальная ядерная локализация» спо-
собствуют внутриклеточному транспорту боль-
ших молекул через ядерные поры [17, 18].  

Существование и детальное выяснение лими-
тирующего действия внеклеточных и внутри-
клеточных барьеров стимулировало разработку 
липидных систем доставки, которые эволюцио-
нировали от простых липидных молекул к высо-
коорганизованным модульным липидным транс-
портным системам. Все компоненты таких систем 
должны проходить строгую оценку и отбор с 
точки зрения эффективности доставки НК, а сами 
системы должны быть нацелены на специфичес-
кие органы и ткани.  

 

Модульные системы доставки 
нуклеиновых кислот 

 

Модульная липидная система доставки НК 
представляет собой самособирающийся транс-
портный контейнер, построенный из различных 
липофильных модулей и запрограммированный на 
выполнение определенных функций: защиту НК, 
«нацеленность» на специфические клетки-мише-
ни, эффективное высвобождение НК из эндосом, 
транспорт в ядро с целью эффективного преодо-
ления различных биологических барьеров, упомя-
нутых ранее [19]. Таким образом, чтобы такая 
модульная система работала как эффективный пе-
реносчик, к ней предъявляют следующие требования: 

1. Система доставки должна включать 
следующие липофильные модули: 

-  связывающий и защищающий модуль – 
катионный липид – для электростатического свя-
зывания НК и защиты от действия нуклеаз;  

-  адресный модуль – липоконъюгат с адрес-
ным лигандом – для направленного транспорта 
НК в клетки-мишени;  

-  стабилизирующий модуль – липофильное 
производное полиэтиленгликоля – для снижения 
степени взаимодействия с молекулами-дезакти-
ваторами (альбумином, липопротеидами низкой 
плотности, макроглобулинами, гепарином) и 
увеличения времени циркуляции НК в организме; 

-  модуль с последовательностью ядерной ло-
кализации для активного перемещения НК в ядро 
(в случае ДНК). 

2. Основные модули должны быть спо-
собны к саморазборке внутри клетки для эффек-
тивного высвобождения НК. 

3. Система доставки должна обладать низ-
кой цитотоксичностью. 

Так как концепция модульных липидных сис-
тем доставки предполагает быстрое «переклю-
чение» системы на различные типы клеток-ми-
шеней и даже на различные субклеточные ком-
партменты, то необходимо, чтобы все компоненты 
системы могли быстро и легко заменяться. 

Первым модулем системы доставки, который 
определяет ее эффективность, является катионный 

липид, который ответственен за образование 
электростатического комплекса с молекулой НК и 
отвечает за ее компактизацию, упаковку и защиту 
от разрушительного действия эндонуклеаз. На 
сегодняшний день известен большой набор кати-
онных амфифилов [20–22], но исследования в 
этом направлении постоянно продолжаются с 
целью создания малотоксичных и эффективных 
агентов доставки генетического материала на 
основе положительно заряженных супрамолеку-
лярных ансамблей. 

Для поиска новых агентов трансфекции, обла-
дающих повышенной эффективностью доставки 
НК, проводятся различные модификации струк-
туры катионных амфифилов, которые отличаются 
компоновкой структурных единиц, природой ка-
тионной головки и гидрофобного остатка, нали-
чием и длиной спейсера, а также типом свя-
зующей группы (линкера). Несмотря на опреде-
ленные успехи, пока еще не достигнут уровень 
трансфекции, необходимый для практического ис-
пользования, что связано как с недостатком дан-
ных по взаимосвязи структура–активность, так и с 
необходимостью детального выяснения биологи-
ческих барьеров, которые необходимо преодолеть 
липоплексу. Для увеличения эндосомального вы-
свобождения НК необходимо создавать pH-чувст-
вительные катионные амфифилы, которые могли 
бы эффективно дестабилизировать эндосомаль-
ную мембрану, а также использовать средства, 
предотвращающие деструктивный гидролиз липо-
плексов в эндосомах [23].  

Вторым модулем, который может сущест-
венно улучшить эффективность транспорта НК, 
являются липоконъюгаты с адресным лигандом к 
специфическим рецепторам клеток-мишеней. Зах-
ват липоплексов клетками происходит по меха-
низму эндоцитоза, поэтому наличие в системе 
доставки НК адресных групп позволяет увеличить 
поглощение клетками-мишенями. Так как кова-
лентное связывание молекулы НК с адресным 
лигандом имеет ряд существенных недостатков 
(изменение активности НК и др.), то были по-
лучены липофильные адресные модули катионной 
и нейтральной природы, которые могут участ-
вовать в построении катионных липосом, либо 
встраиваться в уже сформированный комплекс 
НК/катионные липосомы [24, 25]. В настоящее 
время сосуществуют два конкурирующих подхода 
к конструированию направленных систем достав-
ки НК. В первом подходе используется единый 
липофильный переносчик, который одновременно 
выполняет функции компактизации и нацеливания 
НК на определенные клетки или ядро. В другом 
подходе эти функции выполняют два различных 
ковалентно не связанных друг с другом липо-
фильных модуля, из которых формируются сис-
темы доставки НК. 

Третьим модульным компонентом, способным 
защищать липоплексы от инактивации в биоло-
гических жидкостях, являются липофильные про-
изводные ПЭГ. Существуют три основных подхо-
да к созданию транспортных систем, содержащих 
ПЭГ. В первом методе липофильное производное 
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ПЭГ вводится в состав катионных липосом до 
образования коммплесов с НК. Второй подход 
основан на включении липофильного произ-
водного ПЭГ в уже сформированный липоплекс. 
В третьем подходе ПЭГ, снабженный реакци-
онноспособной группой, взаимодействует с функ-
циональными группами, расположенными на 
внешней поверхности липосом.  

Было показано, что только ПЭГ с молеку-
лярным весом от 2000 Да способны адекватно 
осуществлять стерическую стабилизацию липо-
плексов [26]. Однако, несмотря на свои защитные 
функции, молекулы ПЭГ могут негативно влиять 
на эффективность доставки НК, затрудняя высво-
бождение НК из эндосом [27, 28]. Поэтому при 
конструировании ПЭГ-содержащих систем дос-
тавки необходимо обеспечивать баланс между 
эффективной стерической стабилизацией и эффек-
тивностью трансфекции. 

В случае ДНК возникает необходимость в 
использовании еще одного модуля, который имел 
бы в своей структуре пептидную последо-
вательность «сигнала ядерной локализации». На 
сегодняшний день литературные данные пока-
зывают, что подходы, использующие «сигнал ядер-
ной локализации», могут улучшить доставку ДНК 
в ядро и, как следствие, увеличить количество 
синтезируемого белка [18]. 

 

Катионные амфифилы – основные 
компоненты модульной системы доставки 

нуклеиновых кислот 
 

С начала 1990-х годов в нашей научной 
группе проводятся систематические фундамен-
тальные исследования по молекулярному констру-
ированию поверхностных амфифилов на основе 
природных и модифицированных липидов, пред-
назначенных для формирования мембранных на-
ночастиц с заданными транспортными свойст-

вами. Эти исследования связаны с оптимизацией 
известных, поиском и разработкой новых подхо-
дов к синтезу различных типов модифи-
цированных липидов с целью дальнейшего иссле-
дования их поведения в биологических системах 
при выяснении механизмов самосборки природ-
ных макромолекулярных агрегатов и транспорта с 
их помощью лекарственных веществ. С точки 
зрения биосовместимости при создании катион-
ных амфифилов мы опирались на катионные 
аналоги метаболизируемых липидов – произ-
водных глицерина, стероидов, включающих кати-
онную головку, представленную азотистыми осно-
ваниями алифатического и гетероциклического 
типа или полиаминами.  

Структура катионного амфифила рассмат-
ривается как комбинация нескольких единиц (до-
менов), соединенных между собой химической 
связью определенного типа. Причем каждый до-
мен вносит свой вклад в активность молекулы 
катионного амфифила, что и определяет ее пове-
дение в организме. Путем направленных единич-
ных модификаций гидрофобных и гидрофильных 
доменов, а также изменением длины и природы 
спейсерных групп, разделяющих структурные до-
мены катионных амфифилов, нами были созданы 
модификационные ряды соединений, отличаю-
щихся параметрами одной из структурных еди-
ниц: катионной головки, гидрофобного домена, 
разделяющего их спейсера и линкерной группы 
(рис. 2). Совокупность таких рядов по различным 
структурно-функциональным признакам привела 
к появлению химико-структурной «библиотеки» 
катионных липидов, с помощью которой стано-
вится возможным в дальнейшем оценить вклад 
каждой структурной составляющей в трансфици-
рующую активность катионных липидов и выя-
вить наиболее оптимальный вариант компоновки 
структурных единиц в липидной молекуле. 

 

 
Рис. 2. Варианты компоновки структурных элементов катионных амфифилов,  

разработанных в ходе собственных синтетических исследований. 
 

Основной метод получения катионных амфифи-
лов с различными азотистыми основаниями состоит в 
кватернизации аминов. Так, прямое алкилирование 
гетероциклических и алифатических аминов диалкил-

бромглицеринами приводит к образованию амфи-
филов 1–14, в структуре которых катионная головка 
непосредственно связана с гидрофобным доменом 
(катионные амфифилы I типа, рис. 2) [29, 30]. 
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OH
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N

 

TsO– 12 C18H35 
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N

 

Br– 13 n-C16H33 N
N

 

– 

7 n-C18H37 

 

Br– 14 n-C16H33 

 

I– 

 
Для выявления взаимосвязи структура–актив-

ность были получены катионные амфифилы, в 
которых катионная головка связана с гидро-
фобным доменом через спейсерные группы раз-
личной длины (катионные амфифилы II типа, 
рис. 2). Для синтеза амфифилов II типа был 
разработан подход, основанный на первоначаль-
ном введении галогенсодержащей спейсерной 
группы в гидрофобный домен и последующей 
кватернизации алифатических или гетероцикли-
ческих оснований. С помощью такого подхода 
были получены амфифилы с различной длиной 

спейсерной группы на основе холестерина (15–
26), тетрадеканола (27–29) и диглицерида (30–32) 
[31–33]. Также этот универсальный подход позво-
ляет получать амфифилы с линкерами сложно-
эфирного и уретанового типов. Известно, что важ-
ное влияние на трансфицирующую активность ка-
тионного амфифила оказывает тип линкера, кото-
рый определяет стабильность и токсичность кати-
онного амфифила в биологических средах, что 
предполагает обеспечение удачного баланса при 
создании новых катионных липидов [20]. 

 
 
 

 
 Z n X Y  Z n X Y 
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 R X Y  R X Y 
27 C14H29O 

 

Br– 30 

  

Br– 

28  

 

Br– 31  

 

Br– 

29  

 

Br– 32  

 

Br– 

 

К амфифилам II типа также относятся кати-
онные производные диглицерида 33a,b и холес-
терина 33c, 34, содержащие азотистые основания 
алифатического ряда, присоединенные к холесте-
рину с помощью сукцинильного остатка [28, 34].  

В развитие наших исследований по синтезу 
катионных амфифилов II типа были получены 
новые представители этого класса на основе 
желчных кислот (35–40). Использование в качест-
ве гидрофобного домена таких полифункцио-
нальных соединений, как холевая и дезоксихо-
левая кислоты, позволяет получать катионные 

амфифилы, содержащие несколько положительно 
заряженных групп. Это может оказать влияние на 
эффективность трансфекции, поскольку устойчи-
вость липоплекса зависит от плотности положит-
ельного заряда на поверхности липосом [35]. 
Например, катионные амфифилы на основе холе-
вой кислоты используются для трансфекции эука-
риотических клеток, при этом присутствие ами-
ногрупп на стероидном остове способствует про-
никновению нуклеиновых кислот в клетку [36, 
37]. Также благодаря фасциальной амфифиль-
ности производные холевой кислоты могут обра-
зовывать каналы, проводящая способность кото-
рых зависит от гидрофильно-липофильного балан-
са молекулы [38]. 

Дизайн заряженных амфифилов на основе 
холевой кислоты предусматривает введение кати-
онных заместителей по функциональным группам 
молекулы. В ходе исследований по синтезу стеро-
идных катионных амфифилов нами были получе-
ны новые представители класса катионных амфи-
филов на основе холевой (35a–d, 36c, 36f) и дез-
оксихолевой (36a,b, d,e, 37a,b, 38) кислот, в кото-
рых положительно заряженные группировки при-
креплены к гидрофобному стероидному остову 
через линкеры различной природы [39, 40]. 

 

 

 

Был предложен подход к синтезу моно- 
(39a,b) и диаминоаналогов (40a,b) холевой кис-
лоты, ключевой стадией которого является восста-
новление оксиминопроизводных холатов хлори-

дом титана(III) в присутствии цианоборгидрида 
натрия [41]. В качестве исходных соединений 
использовали метилхолат и тетрадецилхолат, что 
исключало нежелательное участие карбоксильной 
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группы в последующих превращениях, а варьи-
рование длины алкильной цепи позволяло изме-

нять гидрофобность и амфифильные свойства 
производных холевой кислоты.  

 

 
 

Эндосомальная мембрана является одним из 
главных биологических барьеров, препятствую-
щих эффективной доставке генетического матери-
ала. Для увеличения эндосомального высвобождения 
было предложено использовать липиды с кислото-
лабильными связями, что способствует дестабили-
зации липоплекса и облегчает высвобождение ДНК из 
эндосомального компартмента в цитоплазму [42]. 

Следуя этой концепции, нами осуществлен 
синтез положительно заряженных липидов 41–44, 
в которых гидрофобный домен связан с остатком 
гетероциклического основания кислотолабиль-
ными линкерами O,O- и N,O-ацетального типа 
[43–45]. Ацетали подобного типа легко гидроли-
зуются разбавленными кислотами [46]. Схема 
получения катионных липидов основана на 
использовании метилтиометиловых (ROCH2SCH3) 

эфиров. При обработке бромом или N-бромсук-
цинимидом метилтиометиловые эфиры легко пре-
вращаются в -галогенэфиры, которые способны в 
мягких условиях взаимодействовать как с N-, так и 
О-нуклеофилами, следовательно, на их основе 
могут быть получены липиды как с N,O- (41a–i, 
42a, 43a–c), так и O,O-ацетальным (41j, 42b, 44a–c) 
типом связывания. 

При получении катионных амфифилов с O,O-
ацетальной связью на основе диглицерида, на 
первом этапе вводили остаток 2-бромэтанола [45]. 
Для этого на метилтиометиловый эфир 1,2-дитетраде-
цил-rac-глицерина действовали бромом, а затем 
2-бромэтанолом в присутствии 2,6-лутидина. Синтез 
катионных липидов 44a–c осуществляли кватер-
низацией соответствующих гетероциклических 
оснований бромпроизводным диглицерида. 
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Следующий цикл наших работ был посвящен 
синтезу катионных амфифилов II типа на основе 
природного биогенного полиамина – спермина. 
Природные полиамины – спермин и спермидин, 
играют важную роль в жизнедеятельности клеток, 
они способны упаковывать ДНК в тороидальные и 
стержневые структуры. Структурно-функциональ-
ные исследования показали, что липофильные 

производные полиаминов конденсируют ДНК 
более эффективно, чем природные полиамины, 
[47, 48] и могут быть использованы в качестве 
невирусных систем доставки генетического мате-
риала. Среди липофильных полиаминов производ-
ные спермина наиболее эффективно связывают и 
упаковывают ДНK [49, 50]. В литературе при 
получении поликатионных амфифилов, гидрофоб-
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ная часть которых связана с полиамином посред-
ством спейсеров различной длины, превалирует 
подход, основанный на первоначальном присое-
динении спейсерной группы к полиаминной матрице, 
после чего полученный фрагмент связывают с 
активированной гидрофобной составляющей [51]. 

Нами предложен иной подход к синтезу 
несимметричных (45a–c) и симметричных (46a–c) 
поликатионных амфифилов, в основу которого 
положено получение вторичных аминов по 

реакции Фукуямы – алкилирование 2-нитробен-
золсульфонамидов, полученных из первичных 
аминов, алкилгалогенидами с последующим уда-
лением 2-нитробензолсульфонильной группы и 
образованием вторичных аминов. Для изучения 
влияния структуры амфифила на цитотоксичность 
и способность переносить НК варьировались 
длина спейсерной группы, разделяющей спермин 
и холестерин, и тип связи (сложноэфирная и 
уретановая) [52, 53]. 

 
 

Катионные липиды 46а–с относятся к классу 
гемини-сурфактантов – соединений симметричной 
структуры, в которых два гидрофобных домена 
связаны спейсерами. Гемини-сурфактанты облада-
ют очень высокой поверхностной активностью, 
что делает их интересными в биологических и 
биомедицинских исследованиях in vitro [54]. 

 

Углеводсодержащие катионные липиды 
для доставки нуклеиновых кислот 

Известно, что присутствие углеводного остат-
ка в структуре амфифила повышает коллоидную 
стабильность липоплексов [55, 56] и способствует 
снижению их цитотоксичности [57]. Липоплексы, 
содержащие амфифилы с углеводными остатками, 
способны к переходу из ламеллярной фазы в 
мицеллярную при уменьшении рН среды. Это, в 
свою очередь, приводит к более легкому высво-
бождению ДНК из липоплекса, что увеличивает 
эффективность доставки генетического материала 
[58, 59]. Углеводная составляющая может высту-
пать либо в качестве спейсера между гидро-
фильным и гидрофобным доменами, либо она 
может служить удобной матрицей для конструи-
рования поликатионных амфифилов. Также в 
структуру катионных амфифилов включают остат-
ки углеводов, которые играют роль адресных 
маркеров для доставки нуклеиновых кислот в 

гепатоциты [60–62], макрофаги [63, 64] и ядро 
клеток HeLa [65]. Известно, что на поверхности 
гепатоцитов экспонированы гликопротеиновые 
рецепторы, с помощью которых клетки селек-
тивно узнают, связывают и поглощают молеку-
лярные ансамбли, содержащие галактозу. Это 
свойство может быть использовано для направ-
ленной доставки НК с помощью липосом, включа-
ющих синтетические галактолипиды. 

Продолжая исследования по поиску новых 
катионных амфифилов, нами был предпринят син-
тез катионных производных 1,2-ди-О-октаде-
цилглицерина (47a–c) и холестерина (48a–d), 
содержащих в качестве спейсерной группы угле-
водное звено (катионные амфифилы II типа, 
рис. 2) [66, 67]. Стратегия синтеза состояла в 
предварительном построении глюкозидной матри-
цы с последующим формированием катионной 
головки путем кватернизации различных гетеро-
циклических оснований 6-О-сульфонатами глюко-
зидов диглицерида или холестерина. Создание 
катионных гликолипидов 48a–d потребовало 
региоселективного введения мезильной группы по 
С-6 положению углеводного остатка в 
незащищенную молекулу гликозилдиглицерида 
или холестерилглюкозида [66, 67]. 
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К этому же типу катионных амфифилов 
также относятся глюкозиды 49a,b и 50a,b, 
отличающиеся количеством катионных «головок» 
и длиной спейсера [68]. При проведении регио-
селективного ацилирования молекулы β-D-тетра-
децилглюкозида Вос-защищенными аминокис-
лотами в условиях реакции Мицунобу были полу-
чены гликолипиды 49a,b. В синтезе поликатион-
ных амфифилов 50a,b, углеводное звено послу-
жило в качестве матрицы для размещения нес-
кольких катионных головок; данные амфифилы 
были получены исчерпывающим ацилированием 
β-D-тетрадецилглюкозида Boc-аминокислотами с 
использованием различных конденсирующих 
агентов. 

 

В литературе известны удачные примеры по 
конструированию новых липидных транспортных 
средств на основе несимметричных болаамфи-
филов, которые способны к самосборке в моно-
слойную мембрану благодаря определенному 
структурному каркасу молекулы [69]. Такие 
соединения содержат две гидрофильные «голов-
ки», связанные одной или более гидрофобными 
спейсерными группами, причем одна из «головок» 
может быть заряженной, а другая нейтральной. 
Нами был осуществлен синтез рН-чувстви-
тельного биодеградируемого липида глюкозилди-
глицеридной природы 51, содержащего в своем 
составе остатки 11-аминоундекановой кислоты, 
привносящие протонирующиеся в физиологичес-
ких условиях аминогруппы, и нейтральный гидро-
фильный остаток глюкозы [70]. 

 
 
 
 
 

 
 

С целью создания амфифилов, в которых угле-
водные остатки выступают в качестве адресного 
маркера, нами осуществлен синтез монокатион-
ных галактолипидов 52a–d (катионные амфифилы 
III типа, рис. 2) и 53a,b (катионные амфифилы IV 
типа) [71–73]. В качестве гидрофобного домена, 
необходимого для встраивания в липидный бислой, 
были использованы остатки холестерина, 1,2-ди-
O-тетрадецил-rac-глицерина и тетрадецилового 
спирта. Ранее для синтеза подобных соединений 
был предложен подход, основанный на глико-
зилировании 2-бромэтанола трихлорацетимидатным 
производным глюкозы с последующей кватерни-
зацией различных третичных аминов полученным 
2-бромэтилгюкозидом [74]. Хотя этот метод прив-
лекателен ввиду малого числа стадий, его главный 
недостаток – отсутствие универсальности в силу 
ограниченности выбора исходных реагентов. 
Более универсальная схема синтеза, позволяющая 
изменять длину спейсера между положительно 
заряженной группой и углеводным остатком, 
описана совсем недавно [62], однако общий выход 
конечных соединений по этому пути составил 3%. 
В нашей группе был разработан иной подход, в 
основу которого легло направленное получение 
вторичных аминов по реакции Фукуямы. Для 
связывания гидрофобного, гидрофильного и 
адресного доменов использовали спейсеры на 
основе 6-аминогексанола, который представляет 
собой удобную бифункциональную матрицу для 
сборки доменов в единую структуру катионного 
гликолипида «линейного» типа.  

 

 
 

К катионным амфифилам V типа (рис. 2) 
относится гликолипид 54, в котором полика-
тионная головка в виде остатка спермина 
посредством промежуточных линкеров вынесена в 
периферическую область липидной молекулы. 
Стратегия синтеза целевого поликатионного гли-
колипида 54 состояла в предварительном постро-
ении базисной структуры неогликолипида, в 
которую далее через систему линкеров вводился 
поликатионный фрагмент [75]. 
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Таким образом, нами разработаны способы 
получения липидных модулей для систем доставки 
НК. Положительно заряженные амфифилы, отно-
сящиеся к типам I и II, выполняют только функцию 
связывания и конденсации молекулы НК. В амфи-
филах III, IV и V наряду с катионной группировкой 
также присутствует адресный маркер, ковалентно 
связанный с липидным доменом.  

Параллельно нами также разрабатывается 
альтернативный подход, в котором двухкомпо-
нентная липидная система доставки НК состоит из 
не связанных ковалентно модулей: катионного 
амфифила типа I или II, который отвечает за 
функцию связывания НК, и нейтрального неогли-
колипида, предназначенного для адресной дос-
тавки НК к клеткам-мишеням. 

 
 
 

Синтез неогликолипидов как компонентов 
модульных систем доставки нуклеиновых 

кислот 
 

Для создания двухкомпонентных систем до-
ставки НК нами был осуществлен синтез ряда 
неогалактолипидов 55a–c, отличающихся при-
родой гидрофобного домена, представленного, как 
и для вышеприведенных соединений, одной или 
двумя тетрадецильными цепочками (остаток тет-
радеканола или дитетрадецилглицерина) или 
холестерином (с жестким стероидным остовом) 
[76]. Структурные домены в неогликолипидах 
55a–c соединены с помощью гликозидной и урета-
новой связи. 

 

 
 

Другая синтетическая стратегия сборки га-
лактозосодержащих липидов из унифицирован-
ных доменов была основана на использовании 3,4-
диэтоксициклобут-3-ен-1,2-диона, который впер-
вые был применен в синтезе неогликопептидов. 
Являясь хемоселективным реагентом, взаимодей-
ствующим с первичными аминогруппами, 3,4-

диэтоксициклобут-3-ен-1,2-дион применяется в 
синтезе углеводных [77] и пептидных [78] конъ-
югатов. С использованием данного реагента полу-
чены липидные конъюгаты 56a–f с галактозным 
адресным маркером, предназначенные для созда-
ния невирусных систем нацеленной доставки 
нуклеиновых кислот в гепатоциты [79]. 

 

 
 

Афинность связывания лигандов в составе 
липидного переносчика с узнающими их рецеп-
торами на поверхности клеток-мишеней  является 
наиболее важным критерием при разработке 
направленных систем доставки НК. Известно, что 
сродство транспортной системы к рецепторам воз-
растает с увеличением количества остатков галак-
тозы в липидной молекуле [80, 81]. С учетом этого 
нами осуществлен синтез бивалентных нейтраль-

ных галактозосодержащих липидов 57 [82]. В 
структуру неогалактолипидов 57 входят два остат-
ка галактозы, размещенных на многофункцио-
нальной матрице, представленной остатком 
L-глутаминовой кислоты. В качестве липидного 
домена выступают холестерин и диглицерид. Прикреп-
ление нацеливающих лигандов к L-глутаминовой 
кислоте осуществляли при помощи спейсеров на 
основе 6-аминогексанола и триэтиленгликоля. 
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Синтез липофильных производных 
фолиевой кислоты 

Как известно, быстро развивающиеся или 
недифференцированные опухоли, в отличие от 
нормальных тканей, отличаются повышенным 
содержанием фолатных рецепторов на клеточной 
поверхности. Фолиевая кислота (витамин B9, 58) – 
это витамин, который в организме человека 
восстанавливается до тетрагидрофолиевой кисло-
ты, являющейся коферментом, участвующим в 
разных метаболических процессах. Фолиевая кис-
лота необходима раковым клеткам для проли-
ферации. Для селективной доставки лекарствен-
ных веществ и НК перспективным является созда-
ние транспортных систем, снабженных адресным 
лигандом на основе фолиевой кислоты. Нами син-
тезированы фолатсодержащие амфифилы 59a–f 

липидной природы в качестве одного из 
компонентов системы доставки НК в опухолевые 
клетки [83]. 

 

 
 

Остаток фолиевой кислоты служит для нацели-
вания на опухолевые клетки, а диглицеридная 
составляющая обеспечивает встраивание в кати-
онные липосомы. Спейсеры различной длины и 
природы обеспечивают подвижность вышеназ-
ванных структурных составляющих в прост-
ранстве.  

 

 
 

Трансфицирующая активность  
катионных липидов 

Исследование трансфекции эукариотических 
клеток короткими и протяженными нуклеиновыми 
кислотами при помощи синтезированных катион-
ных амфифилов проводили в научных лабо-
раториях Института биомедицинской химии 
РАМН и Института химической биологии и 
фундаментальной медицины СО РАН.  

При трансфекции клеток НГУК (невриномы 
Гассерова узла крысы) плазмидной ДНК, коди-
рующей щелочную фосфатазу, с помощью липо-
сом, содержащих амфифилы 3 и 42b, было обна-
ружено, что активность соединения 42b была в 2 
раза больше, чем активность соединения 3 [84]. 
Данный факт может объясняться влиянием спей-
серной группы или наличием ацетального линкера 
в молекуле 42b. Для амфифилов данного строения 
увеличение расстояния между гидрофобной и гид-
рофильной частями молекулы обычно приводит к 
уменьшению эффективности трансфекции [85], а 
присутствие группы, гидролизующейся в кислых 
условиях, увеличивает эффективность [86]. Кати-
онные амфифилы 3 и 42b отличаются между 
собой расстоянием между гидрофобной и гидро-
фильной частями молекулы, а также типом при-
соединения этих частей друг к другу. Поэтому 
более высокая активность липида 42b может 
объясняться наличием в структуре ацетальной 
группы, которая на стадии высвобождения плаз-
мидной ДНК из эндосомального компартмента 
разрушается, тем самым увеличивая количество 
попадающей в цитозоль, а затем в ядро ДНК, а, 

следовательно, и количество синтезируемого бел-
ка (щелочной фосфатазы). 

Катионные амфифилы 6 и 42b были исполь-
зованы для трансфекции клеток эпителия почки 
человека 293 геном цитохрома человека СYP 2B6 
[87]. Введение генетической конструкции, экс-
прессирующей цитохром, делает клетки опухоли 
чувствительными к химиотерапевтическому аген-
ту – циклофосфамиду и приводит к их гибели. 
Данный подход может использоваться для тера-
пии раковых заболеваний, так как он обладает 
двумя преимуществами. Во-первых, он приводит к 
снижению терапевтической дозы противоопу-
холевого препарата и, как следствие, уменьшению 
нежелательных побочных воздействий на орга-
низм. Во-вторых, опухолевые клетки, трансфици-
рованные геном цитохрома, активируют цикло-
фосфамид и создают высокие локальные концент-
рации цитотоксичных метаболитов, способных 
проникать в окружающие клетки, не содержащие 
ген цитохрома, и вызывать их гибель. 

Исследование взаимосвязи структура–актив-
ность для серии холестериновых катионных 
амфифилов 15, 16, 18, 24, 41а, 41f, содержащих 
различные гетероциклические катионные группы 
и типы линкеров, позволили установить, что наи-
более перспективными липидами являются соеди-
нения, содержащие пиридиниевую (15, 24) или 
N-метилимидазолиевую (18) головки и линкерные 
группы ацильного или уретанового типов [33]. 
Также было обнаружено, что способность 
липидов переносить олигодезоксирибонуклео-
тиды и плазмидную ДНК в клетки коррелирует с 
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их способностью образовывать липоплексы раз-
мером, не превышающим 100 нм. 

Результаты биологических исследований для 
углеводсодержащих амфифилов 48a–d показали, 
что данные соединения эффективно переносят 
олигодезоксирибонуклеотиды только в составе 
катионных липосом, содержащих DOPE [67]. 
Эффективность доставки флуоресцентно меченого 
олигонуклеотида липосомами 48d-DOPE срав-
нима с эффективностью коммерческого агента 
Lipofectamine® 2000. В случае доставки коротких 
интерферирующих РНК наибольшей активностью 
обладали липосомы c гликолипидом 48c, причем 
эффект ингибирования наблюдался как в отсут-
ствие сыворотки крови в ростовой среде, так и в 
ее присутствии.  

Исследование трансфицирующей активности 
холестеринсодержащих поликатионных амфифи-
лов 45a–c и 46a–c позволило выявить взаимосвязь 
структура–активность для данного класса соеди-
нений. Были получены липосомальные компози-
ции, состоящие из поликатионных амфифилов и 
нейтрального липида DOPE в соотношении 1:1 
(мольн.). Лучшая эффективность среди амфифи-
лов 45a–с была обнаружена для соединения 45b с 
уретановым линкером. Результаты, полученные 
для липосом с гемини-сурфактантами 46a–c, пока-
зали, что максимальной трансфицирующей актив-
ностью обладают амфифилы 46a и 46c со сложно-
эфирной и уретановой связью и длиной спейсера в 
4 и 6 метиленовых звеньев, соответственно. При 
проведении трансфекции в присутствии сыворот-
ки крови резко снижались транспортные свойства 
липида со сложноэфирным линкером 46а, в то 
время как активность соединения 46c не изменя-
лась. Таким образом, для эффективной трансфек-
ции в структуре катионного амфифила желательно 
иметь линкер уретанового типа, а поликатионный 
амфифил 46с является наиболее активным транс-

фектантом, способным доставлять различные ти-
пы НК как в отсутствие сыворотки крови в 
ростовой среде, так и в ее присутствии. 

 

Заключение 
В настоящее время стало очевидным, что 

синтез универсальной амфифильной молекулы, 
которая обладала бы всеми необходимыми функ-
циями для успешного осуществления трансфек-
ции, является трудоемкой и практически непо-
сильной задачей. Для достижения высокой эффек-
тивности трансфекции необходимо создавать мо-
дульные липидные транспортные системы, 
которые представляют собой многокомпонентные 
супрамолекулярные комплексы, запрограммиро-
ванные на выполнение определенных задач. Не-
обходимый для осуществления процесса транс-
фекции алгоритм должен «закладываться» в хими-
ческие структуры компонентов системы, что поз-
волит таким системам не только задействовать 
механизмы молекулярного клеточного узнавания, 
но и тонко реагировать на различные внутри-
клеточные стимулы. 

Синтез липидов с различной компоновкой 
структурных доменов позволяет расширить 
библиотеку потенциальных невирусных систем 
доставки НК, а также выявить взаимосвязь струк-
тура–активность и выбрать наиболее оптималь-
ный вариант компоновки структурных единиц в 
липидной молекуле. Таким образом, фундамен-
тальные исследования в области катионных и 
нейтральных липидов, проводимые в нашей науч-
ной группе, открывают новые перспективы их 
применения в передовой области медицины – 
генной терапии. 
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