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ВЛИЯНИЕ СОСТАВА ЛИПОСОМ НА ДОСТАВКУ ПЛАЗМИДНОЙ ДНК 
В ЭУКАРИОТИЧЕСКИЕ КЛЕТКИ1
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Генная терапия – перспективный метод лечения различных заболеваний путем введения терапев-
тических нуклеиновых кислот, для доставки которых широкое распространение получили катион-
ные липосомы. Показана способность катионных липосом, состоящих из поликатионного липида
2Х3 (1,26-бис(холест-5-ен-3β-илоксикарбониламино)-7,11,16,20-тетраазагексакозан тетрагидро-
хлорид) и липида-хелпера DOPE (1,2-диолеоил-sn-глицеро-3-фосфоэтаноламин) при различных
соотношениях (2.5 : 1 (L1), 2 : 1 (L2), 1.5 : 1 (L3), 1 : 1 (L4), 1 : 1.5 (L5), 1 : 2 (L6) и 1 : 2.5 (L7)), обес-
печивать доставку плазмидной ДНК (пДНК) в клетки HEK293 с эффективностью выше, чем у ком-
мерческого препарата Липофектамин 2000. Мы обнаружили, что трансфицирующая активность ка-
тионных липосом зависит как от их состава, так и от состава комплексов, формируемых катионны-
ми липосомами и пДНК (соотношение N/P). Катионные липосомы не проявляют токсичных
свойств по отношению к эукариотическим клеткам HEK293 и при соотношении N/P ≥ 6/1 оказа-
лись эффективнее Липофектамина 2000, при этом наибольшая эффективность достигается для об-
разца L2. При более низких значениях N/P = 1/1, 2/1 и 4/1 липосомы L1 обеспечивают активный
транспорт нуклеиновых кислот в клетки. Таким образом, для дальнейших экспериментов in vivo вы-
браны нетоксичные и небольшие по размеру липосомы L1 и L2, в которых содержание амфифила
2Х3 в 2 и более раз превосходит количество липида-хелпера DOPE. Разработанные катионные ли-
посомы могут успешно использоваться в качестве эффективных трансфицирующих агентов.
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ВВЕДЕНИЕ
Несмотря на большое количество исследова-

ний по поиску и оптимизации систем доставки
нуклеиновых кислот (НК), их низкая эффектив-
ность по-прежнему остается одним из главных
факторов, ограничивающих развитие генной те-

рапии. Разработка транспортной системы, спо-
собной эффективно переносить НК в клетки-ми-
шени с минимальным риском возникновения по-
бочных эффектов у пациента, – конечная цель
исследований по трансфекции – процесса транс-
формации клеток эукариот экзогенными НК.

Невирусные системы доставки НК обладают
такими преимуществами, как простота синтеза,
отсутствие ограничений в размере доставляемых
НК, возможность модификации состава, низкая
цитотоксичность [1, 2]. К невирусным системам
доставки относятся полимеры [3, 4], дендримеры
[5, 6] и липосомы [7, 8]. Наиболее эффективные
среди них – катионные липосомы [9, 10], состоя-
щие из катионных амфифилов (КА) [11–14].
С целью создания безопасных и эффективных
липосом структура КА подвергается различным
химическим модификациям, таким как измене-
ние катионной группы [15–19], спейсера [20–23],

1 Статья публикуется по материалам доклада, представлен-
ного на конференции “Липиды 2021” (Москва, 11–13 ок-
тября 2021 г.).
Сокращения: КА – катионные амфифилы; НК – нуклеи-
новые кислоты; пДНК – плазмидная ДНК; ЭТ – эффек-
тивность трансфекции; DOPC – 1,2-диолеоил-sn-глицеро-
3-фосфохолин; DOPE – 1,2-диолеоил-sn-глицеро-3-фос-
фоэтаноламин; FBS – эмбриональная бычья сыворотка;
HEK293 – клетки почки эмбриона человека; IC50 – кон-
центрация липосом, при которой происходит ингибирова-
ние роста 50% клеток; МТТ – 3-(4,5-диметилтиазол-2-ил)-
2,5-дифенилтетразолий бромид; 2X3 – 1,26-бис(холест-5-
ен-3β-илоксикарбониламино)-7,11,16,20-тетраазагексако-
зан тетрагидрохлорид.
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гидрофобного заместителя [24, 25], а также лин-
кера [26–30], что, в свою очередь, приводит к из-
менению эффективности трансфекции (ЭТ) кле-
ток. Несмотря на определенные успехи в области
разработки липосомальных систем доставки НК,
уровень трансфекции эукариотических клеток,
необходимый для практического использования,
пока не достигнут. Это связано с недостаточным
пониманием закономерностей по влиянию со-
става катионных липосом на их физико-химиче-
ские параметры и биологическую активность.

Наиболее перспективные для транспорта
НК – КА на основе холестерина и природных по-
лиаминов [15, 31–37]. Так, липосомы на основе
амфифила 2X3 (1,26-бис(холест-5-ен-3β-илокси-
карбониламино)-7,11,16,20-тетраазагексакозан тет-
рагидрохлорид, рис. 1), содержащего спермин,
два холестериновых остатка, карбамоильный
линкер и гексаметиленовый спейсер, трансфици-
ровали эукариотические клетки in vitro эффектив-
нее своих аналогов [32], не теряя своей активно-
сти в присутствии эмбриональной бычьей сыво-
ротки (FBS).

В состав липосом помимо КА также могут вхо-
дить липиды-хелперы, которые увеличивают ЭТ.
Среди цвиттер-ионных липидов-хелперов часто
используются 1,2-диолеоил-sn-глицеро-3-фос-
фоэтаноламин (DOPE) [38, 39] и 1,2-диолеоил-
sn-глицеро-3-фосфoхолин (DOPC) [40, 41] (рис. 1).

Использование DOPE в составе липосом приво-
дит к эффективной доставке НК по сравнению с
DOPC благодаря способности DOPE формиро-
вать инвертированную гексагональную фазу в
условиях эндосомального закисления [38]. Также
было обнаружено, что использование DOPE в ка-
честве липида-хелпера способствует более ком-
пактной упаковке НК [29, 41–44]. В составе кати-
онных липосом DOPE может преобладать по со-
держанию над КА (КА : DOPE, 1 : 4) [34] или
находиться в недостатке (КА : DOPE, 7 : 1) [45].
Наиболее часто используемое соотношение
между КА : DOPE – соотношение 1 : 1 [32, 33, 35,
41–43, 45].

Другой важный параметр, влияющий на ЭТ, –
это состав комплексов, формируемых липосома-
ми и НК, который определяется соотношением
количества положительно заряженных атомов
азота КА к количеству отрицательно заряженных
фосфатных групп НК (N/P). Так, при соотноше-
нии N/P = 1/1 катионные липосомы не полно-
стью компактизируют НК, что приводит к низ-
кой ЭТ [46, 47]. Увеличение соотношения N/P
увеличивает ЭТ за счет формирования компакт-
ных комплексов с избыточным положительным
зарядом, обеспечивающим электростатическое
взаимодействие с отрицательно заряженной по-
верхностью мембраны эукариотических клеток
[48, 49]. Однако с увеличением соотношения N/P

Рис. 1. Строение катионного амфифила 2X3, липидов-хелперов DOPE и DOPC.
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также увеличивается цитотоксичность комплек-
сов [50], что диктует необходимость выбора опти-
мального соотношения N/P, обеспечивающего
разумный баланс между ЭТ и безопасностью ли-
посом.

С целью создания эффективных систем до-
ставки нуклеиновых кислот нами изучено влия-
ние состава катионных липосом, сформирован-
ных на основе амфифила 2X3 и цвиттер-ионного
липида DOPE, а также соотношения N/P, на фи-
зико-химические характеристики липосом, их
цитотоксичность и ЭТ с целью выявления опти-
мальных условий для транспорта пДНК в эукари-
отические клетки in vitro.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Получение катионных липосом и изучение их
физико-химических характеристик. Катионные
липосомы L1–L7, состоящие из КА 2X3 и липи-
да-хелпера DOPE (рис. 1) при различном соотно-
шении компонентов (табл. 1), были сформированы
с использованием метода гидратации липидной
пленки и последующей обработки ультразвуком
[46, 47]. Количество DOPE в составе липосом
может варьироваться в широком диапазоне
значений [44, 45]. Ранее была продемонстриро-
вана высокая эффективность доставки пДНК и
siРНК липосомами 2X3-DOPE при мольном со-
отношении 1 : 1 (L4) [33, 46, 47] и 1 : 2 (L6) [51, 52],
однако в одном эксперименте данные липосомы
никогда не сравнивались. Кроме того, с целью
поиска оптимального состава катионных липо-
сом было важно исследовать соотношения ком-
понентов.

Первый этап при создании систем доставки
НК на основе липосом – изучение их физико-хи-
мических параметров. Стабильность таких си-
стем может быть оценена по значениям размера и

поверхностного потенциала частиц методом ди-
намического светорассеяния (табл. 1).

Гидродинамический диаметр катионных ли-
посом L1–L7 варьирует от 75.2 до 130.6 нм. Не-
большое увеличение размера может быть связано
c увеличением количества DOPE в их составе
(табл. 1). Ранее было показано, что увеличение
количества DOPE в составе катионных липосом с
амфифилом SPYRIT-7 приводит, наоборот, к
уменьшению их размера [20]. Таким образом, раз-
мер липосом зависит не только от количества
DOPE, но также от природы КА. Поверхностный за-
ряд всех липосом был положительным (88–102 мВ).
Значение индекса полидисперсности катионных
липосом L1–L7 указывало на формирование одно-
родных по размеру частиц, за исключением липо-
сом L7 (индекс полидисперсности 0.335).

Цитотоксичность катионных липосом. Цито-
токсичность катионных липосом L1–L7 (табл. 1)
оценивали с помощью МТТ-теста, используя
клетки почки эмбриона человека (НЕК293) [46].
Процент гибели клеток зависит от концентрации
липосом. Показатель их токсичности – концен-
трация, при которой выживает 50% клеток (IC50).
Значения IC50, полученные с помощью МТТ-те-
ста на клетках HEK293, не были достигнуты при
концентрациях липосом L1–L7 от 5 до 80 мкМ.

Физико-химические характеристики комплек-
сов катионных липосом и пДНК. Комплексы кати-
онных липосом L1–L7 и пДНК pGLuc
(0.5 мкг/мл) формировали при различных соот-
ношениях N/P (1/1, 2/1, 4/1, 6/1, 8/1, 10/1) путем
смешивания эквивалентных объемов растворов
катионных липосом и пДНК в среде DMEM. Ра-
нее было показано, что небольшие по размеру
(40–80 нм) комплексы обеспечивают более высо-
кую ЭТ в условиях in vivo, в то время как частицы
с размером 200–400 нм оптимальны для транс-
фекции клеток in vitro [53, 54].

Таблица 1. Состав катионных липосом, их физико-химические параметры и цитотоксичность для клеток HEK293

Липосомы

Соотношение, мольн. Средний 
размер

липосом, нм

ξ-Потенциал 
липосом, мВ

Индекс 
полидис-
персности

IC50, мкМ
2X3 DOPE

L1 2.5 1.0 75.2 ± 0.6 89 ± 1.57 0.264 ± 0.030 >80
L2 2.0 1.0 77.2 ± 1.4 88 ± 2.86 0.266 ± 0.010 >80
L3 1.5 1.0 86.2 ± 0.6 97 ± 2.46 0.259 ± 0.049 >80
L4 1.0 1.0 73.0 ± 1.2 99 ± 2.19 0.231 ± 0.076 >80
L5 1.0 1.5 67.4 ± 0.6 100 ± 2.99 0.290 ± 0.006 >80
L6 1.0 2.0 101.6 ± 1.2 100 ± 2.57 0.260 ± 0.008 >80
L7 1.0 2.5 130.6 ± 0.8 102 ± 2.08 0.335 ± 0.015 >80
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По сравнению с индивидуальными липосома-
ми (табл. 1), при соотношениях N/P = 1/1 и 2/1
гидродинамический диаметр комплексов пДНК с
липосомами, содержащими избыток КА (2X3 > 1),
увеличивался до значений 200–300 нм (рис. 2а).
В случае липосом с соотношением компонентов
2X3/DOPE ≤ 1 диаметр комплексов достигал
значений 400–600 нм. Дальнейшее увеличение ко-
личества липосом в комплексах (N/P = 4/1) при-
водило к компактизации пДНК и образованию
частиц размером 100–280 нм. Начиная с N/P =
= 6/1, размер комплексов практически не изме-
нялся и не превышал 200 нм.

Все исследуемые комплексы катионных липо-
сом с пДНК при соотношении N/P = 1/1 имели
отрицательный заряд, который изменялся на по-
ложительный, начиная с N/P = 2/1 для липосом
L1, L2, L4, L6, L7 и с N/P = 4/1 для липосом L3 и
L5 (рис. 2б). Аналогичные закономерности нами
наблюдались ранее как для катионных липосом
L6, так и для адресных липосом на их основе [35].

Доставка пДНК катионными липосомами раз-
личного состава. С целью оценки эффективности
доставки пДНК pGLuc в эукариотические клетки
HEK293 с помощью катионных липосом L1–L7
определяли уровень экспрессии люциферазы с
помощью люминесцентного анализа, оценивая
среднюю интенсивность люминесценции в кле-
точной популяции. ЭТ сравнивали с коммерче-
ским препаратом Липофектамин 2000, который
состоит из смеси поликатионного липида 2,3-ди-
олеилокси-N-[2-(сперминкарбоксамидо)этил]-
N,N-диметил-1-пропиламмоний трифторацета-
та и DOPE и считается “золотым стандартом”
среди трансфицирующих реагентов in vitro [55].

Для определения состава катионных липосом
и комплексов, оптимальных для доставки пДНК,
проводили оценку трансфицирующей активно-
сти при разных соотношениях N/P (рис. 3). При
соотношении N/P = 1/1 или 2/1 низкая ЭТ на-
блюдалась для всех исследуемых липосом. Следу-
ет отметить, что при соотношении N/P = 2/1 кати-
онные липосомы L1 и L2 с соотношением компо-
нентов 2X3/DOPE ≥ 2 формировали небольшие по
размеру комплексы (рис. 2) и более эффективно до-
ставляли пДНК (рис. 3) относительно других липо-
сом. При соотношении N/P = 4/1 все комплексы
катионных липосом приобретали положитель-
ный заряд (ζ-потенциал > 40 мВ) и компактизо-
вали пДНК до 80–160 нм (рис. 2), что способство-
вало более эффективной доставке НК (рис. 3).
Однако только липосомы L2 превосходили по
эффективности коммерческий препарат Липо-
фектамин 2000. При соотношениях N/P ≥ 6/1 все
исследуемые липосомы были эффективнее Липо-
фектамина 2000: так, при N/P = 8/1 или 10/1 ин-

тенсивность значений люминесценции были от
1.3 до 2 раз выше, чем для Липофектамина 2000.
Наибольшие значения наблюдались при соотно-
шении N/P = 10/1 для липосом L2 и L3, содержа-
щих избыток амфифила 2X3. При этом следует
отметить, что для липосом L1, L6 и L7 увеличение
соотношения N/P, начиная с 6/1, незначительно
влияло на ЭТ.

Сравнительную оценку ЭТ катионных липо-
сом проводили по отношению к ранее изученным
липосомам L4 [33, 46, 47] (рис. 4а) и L6 [51, 52]
(рис. 4б). Было обнаружено, что наибольшие раз-
личия в ЭТ отмечаются при соотношениях N/P =
= 1/1, 2/1 и 4/1 (рис. 4). При более высоких соот-
ношениях N/P ЭТ исследуемых липосом L1–L7
была статистически неразличимой.

Наибольшее различие наблюдалось при соот-
ношении N/P = 2/1 для катионных липосом L1
(2Х3/DOPE = 2.5) с максимальным содержанием
амфифила 2Х3, они оказались в 104 раз эффектив-
нее липосом L4 (2Х3/DOPE = 1) и L6 (2Х3/DOPE =
= 0.5). Ранее нами было показано, что соотноше-
ние N/P = 2/1 – одно из главных условий для ад-
ресной доставки НК фолат-содержащими кати-
онными липосомами на основе L6 [51], поэтому
увеличение количества поликатионного амфи-
фила 2X3 в составе адресных липосом до 2.5 моль-
ных эквивалентов может привести к значитель-
ному усилению экспрессии белка и повысить эф-
фективность направленной доставки в опухолевые
клетки. Также следует отметить, что именно липо-
сомы L1 формируют при соотношении N/P = 2/1
самые маленькие комплексы (~200 нм, рис. 2а) с за-
рядом ~40 мВ (рис. 2б). Дальнейшее увеличение ко-
личества липосом в комплексах (N/P = 4/1) приво-
дит как к уменьшению их размера, так и к увеличе-
нию их поверхностного заряда, что нивелирует
различие в ЭТ между исследуемыми липосомами
(рис. 4а, 4б).

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Получение липосом. Катионный амфифил 2Х3

(чистота >95%) синтезировали по описанной ра-
нее методике [31]. В работе использовали цвит-
тер-ионный фосфолипид DOPE (Avanti Polar Li-
pids, США) и коммерчески доступный препарат
Липофектамин 2000 (Invitrogen, США).

Чистоту синтезированного КА определяли на
высокоэффективном жидкостном хроматографе
Ultimate 3000, соединенном с масс-спектромет-
ром LCQ Fleet (Thermo Scientific, США). Хромато-
графирование осуществляли на колонке Thermo
Scientific Hypersil Gold C-8 (50 × 2.1 мм, 1.9 мкм) в
режиме градиентного элюирования: фаза А –
0.1%-ный раствор муравьиной кислоты в деиони-
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Рис. 2. Гидродинамический диаметр (а) и ζ-потенциал (б) комплексов катионных липосом L1–L7 и пДНК pGLuc,
сформированных при различных соотношениях N/P.
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зированной воде; фаза В – 0.1%-ный раствор му-
равьиной кислоты в смеси ацетонитрил/изопро-
пиловый спирт в соотношении 80/20 (V/V).

Для получения липосом к раствору 2Х3 в си-
стеме хлороформ–метанол (5/1, V/V) добавляли
раствор DOPE в хлороформе при различных со-
отношениях (табл. 1) и затем осторожно удаляли
растворитель под вакуумом на роторном испари-
теле. Полученную липидную пленку сушили в ва-
кууме масляного насоса (0.01 торр) в течение 4 ч,
гидратировали в воде для инъекций (Solopharm,
Россия) при 50–60°С в течение 10 мин. Липидные
дисперсии обрабатывали ультразвуком в течение
15 мин при 60–65°C в ультразвуковой бане (Ban-
delin Sonorex Digitec DT 52H, Германия) с после-
дующим фильтрованием через стерильный
фильтр (Chromafil CA-45/25 (S), Macherey-Nagel,

Германия) с размером пор 450 нм. Полученные
катионные липосомы L1–L7 с концентрацией
1 мМ по амфифилу 2Х3 хранили при 4°С в атмо-
сфере аргона.

Нуклеиновые кислоты. В экспериментах для
оценки эффективности доставки гена GLuc ис-
пользовали плазмиду psGLuc-N1 (4544 п.н.) по-
лученную на основе pEGFP-N1 (4733 п.н.; Clon-
tech Laboratories, США, GenBank U55762) путем
клонирования в нее гена GLuc из плазмиды
pNEBR-X1GLuc (4821 п.н.; New England BioLabs,
США).

Получение комплексов катионных липосом с
пДНК. Для экспериментов по трансфекции были
сформированы комплексы катионных липосом с
пДНК в среде DMEM (Invitrogen, США) без сы-
воротки путем смешивания 50 мкл раствора

Рис. 3. Доставка пДНК с помощью катионных липосом в клетки НЕК293. Клетки инкубировали с комплексами,
сформированными pGLuc (0.5 мкг на лунку) и катионными липосомами L1–L7 при различных соотношениях N/P.
Уровень средней интенсивности люминесценции клеток измеряли методом люминесцентного анализа через 72 ч по-
сле инкубации клеток с комплексами. Результаты 12 экспериментов представлены как среднее трех повторов. Достав-
ку pGLuc с помощью Липофектамина 2000 (Lf2000) осуществляли в соответствии с протоколом фирмы-производителя.
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пДНК (0.5 мкг) в DMEM и 50 мкл раствора липо-
сом L1–L7 в DMEM при соотношениях N/P =
= 1/1, 2/1, 4/1, 6/1, 8/1, 10/1 с последующей инку-
бацией в течение 20 мин при комнатной темпера-
туре.

Для измерения физико-химических характе-
ристик 50 мкл липосом смешивали с 950 мкл ди-
стиллированной воды (Milli-Q). Для измерения
физико-химических характеристик комплексов
50 мкл пДНК pGLuc в дистиллированной воде
(Milli-Q) смешивали с 50 мкл катионных липосом
L1–L7 в дистиллированной воде (Milli-Q), при
соответствующих соотношениях N/P = 1/1, 2/1,
4/1, 6/1, 8/1 и 10/1, инкубировали в течение
20 мин при 25°С и добавляли 950 мкл дистилли-
рованной воды (Milli-Q).

Физико-химические характеристики липосом и
их комплексов с пДНК. Размер и ξ-потенциал ли-
посом и их комплексов с пДНК измеряли на при-
боре динамического лазерного светорассеивания
Malvern Zetasizer Nano (Malvern Instruments Ltd.,
Великобритания; угол 173°, вязкость 0.890 сП,
температура 25°C, время равновесия 2 мин, пока-
затели преломления для воды и липосом 1.33 и
1.46 соответственно). Средний гидродинамиче-
ский диаметр (нм) по количеству частиц реги-
стрировали как среднее значение трех измерений.

Клеточная линия. Клеточную линию HEK293
(ATCC, США) культивировали в среде DMEM в
присутствии 10% FBS с антибиотиком (5000 ед./мл
пенициллина и 5000 мкг/мл стрептомицина) в ат-
мосфере 5%-ного СО2 при 37°С.

Тест на жизнеспособность клеток. Клетки
HEK293 культивировали в 96-луночных планше-
тах (плотность посадки 2 × 105 клеток на лунку,
инкубация в атмосфере 5%-ного СО2 при 37°С в
течение 24 ч). В день проведения эксперимента
клеточную среду DMEM + 10% FBS с антибиоти-
ком заменяли растворами липосом L1–L7 с кон-
центрациями 5, 10, 20, 40 и 80 мкМ в DMEM (сум-
марный объем 150 мл на лунку) в отсутствие FBS
и инкубировали в атмосфере 5%-ного СО2 в тече-
ние 4 ч при 37°С, после чего добавляли 16 мкл FBS
и дополнительно инкубировали 20 ч при 37°С.

По окончании инкубации к клеткам без смены
среды добавляли 10 мкл раствора 3-(4,5-диметил-
тиазол-2-ил)-2,5-дифенилтетразолийбромида (МТТ)
(Sigma, США) с концентрацией 5 мг/мл. Через 4 ч
культуральную среду удаляли, кристаллы форма-
зана растворяли в диметилсульфоксиде (ДМСО,
200 мкл на лунку) и определяли разницу между
оптической плотностью при 620 и 570 нм (Multi-
scan RC, Labsystems, Финляндия) [53]. Из экспе-
риментальных данных вычисляли значение IC50.
Результаты были выражены как средние значе-

ния для трех параллельных измерений и были
статистически обработаны с использованием
t-критерия Стьюдента.

Трансфекция клеток. Клетки HEK293 культи-
вировали в 24-луночных планшетах (плотность
посадки 2 × 105 клеток на лунку, инкубация в ат-
мосфере 5%-ного СО2 при 37°С в течение 24 ч).
Перед проведением трансфекции в планшетах за-
меняли культуральную среду DMEM + 10% FBS с
антибиотиком на среду DMEM + 10% FBS без ан-
тибиотика. Комплексы катионных липосом с
пДНК объемом 100 мкл добавляли к клеткам. Для
равномерного распределения раствора комплек-
сов по всему объему лунки планшет помещали
для перемешивания на ротационный миксер, а
затем выдерживали в течение 4 ч при 37°C в атмо-
сфере с 5% CO2. Далее заменяли среду на свежую
DMEM + 10% FBS с антибиотиком и оставляли в
CO2-инкубаторе на 68 ч.

Для определения ЭТ использовали люминес-
центный анализ на планшетном люминометре
GloMax Multi plus (Promega, США) с автоматиче-
ским вводом 50 мкл субстрата BioLux Gaussia Lu-
ciferase (New England Biolabs, США), устанавли-
вая параметры по протоколу производителя (5 с
интегрирования, 37 с задержки). Все эксперимен-
тальные точки были измерены в трех повторах
и статистически обработаны с использованием
t-критерия Стьюдента.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В результате проведенных исследований были
получены катионные липосомы L1–L7 разного
состава на основе амфифила 2X3 и цвиттер-ион-
ного липида DOPE, которые оказались не ток-
сичными в отношении эукариотических клеток
HEK293, обладали оптимальными физико-хими-
ческими характеристиками и могут быть использо-
ваны в качестве систем доставки НК. Для обеспече-
ния более эффективной доставки пДНК содержа-
ние поликатионного амфифила 2X3 должно быть
больше, чем липида-хелпера DOPE для всех иссле-
дуемых соотношений N/P. При соотношении
N/P > 4/1 формируются небольшие по размеру по-
ложительно заряженные комплексы пДНК с кати-
онными липосомами, которые эффективнее ком-
мерческого препарата Липофектамин 2000. При
этом при соотношениях N/P = 8/1 и 10/1 липосо-
мы L2, содержащие 2.0 мольных эквивалента по-
ликатионного амфифила 2X3, обеспечивают
максимальный уровень трансфекции клеток.
При соотношении N/P = 2/1 липосомы L1, со-
держащие 2.5 мольных эквивалента амфифила
2X3, оказались эффективнее липосом L2–L7, что
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может быть использовано для направленного
транспорта пДНК.

Разработанные катионные липосомы могут
успешно использоваться в качестве эффективных
трансфицирующих агентов. Для дальнейших экс-
периментов in vivo могут быть выбраны нетоксич-
ные, небольшие по размеру липосомы L1 и L2, в
которых содержание амфифила 2Х3 в 2 и более
раз превосходит количество липида-хелпера
DOPE.
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Gene therapy is a promising method for the treatment of various diseases by introducing therapeutic nucleic
acids, for the delivery of which cationic liposomes are widely used. This work demonstrates the ability of ca-
tionic liposomes consisting of a polycationic lipid 2X3 (1,26-bis(cholest-5-en-3β-yloxycarbonylamino)-
7,11,16,20-tetraazagehexacosane tetrahydrochloride) and helper lipid DOPE (1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-
phosphoethanolamine) at various ratios (2.5 : 1 (L1); 2 : 1 (L2); 1.5 : 1 (L3); 1 : 1 (L4); 1 : 1.5 (L5); 1 : 2 (L6);
1 : 2.5 (L7)) mediate the delivery of plasmid DNA (pDNA) into HEK293 cells with an efficiency higher than
that of the commercial transfectant Lipofectamine 2000. We found that transfection activity of cationic lipo-
somes depends on their composition and lipoplex composition (N/P ratio).Cationic liposomes were non-
toxic into eukaryotic HEK293 cells and were more effective than Lipofectamine 2000 at the N/P ratios ≥ 6/1.
In this case, the highest efficiency was achieved for liposomes L2. At lower N/P ratios = 1/1, 2/1 and 4/1 li-
posomes L1 can be used for provide targeted NA delivery into cells. Thus, for further in vivo experiments,
non-toxic and small-size liposomes L1 and L2 in which the amount of lipid 2X3 was 2 or more times higher
than that of lipid helper DOPE were selected.

Keywords: cationic lipids, transfection, liposomes, pDNA, non-viral delivery vehicles


