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Для эффективной трансфекции эукариотических клеток 
комплексам невирусных переносчиков генов и плазмид 
необходимо преодолеть ряд препятствий, чтобы генная 
конструкция могла попасть в ядро клетки и функциониро-
вать там долго и успешно. Химическая структура вектора 
имеет ключевое значение для направленного транспорта 
комплексов в нужный орган. В настоящее время для ген-
ного переноса наряду с липидными векторами все шире 
применяют полимеры нелипидной природы. В обзоре ос-
вещаются преимущества и недостатки нескольких классов 
этих менее используемых векторов в зависимости от их 
модификации, соотношения с ДНК и способа переноса ге-
нов. Делается вывод о том, что значительного прогресса 
в получении эффективного и безопасного вектора для не-
вирусной генной терапии человека пока не наблюдается, 
несмотря на создание все новых вариантов переносчиков 
генов и новых типов пламид.
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For effective transfection of the eukaryotic cells with 
the complexes of non-viral gene carriers and plasmids 
it is necessary to run a number of obstacles so as a gene 
construction could enter a cellular nucleus and function 
there successfully and long. Chemical structure of a vector 
has the crucial importance for the targeted complex delivery 
to the desired organ. At present polymers of the non-lipid 
origin are more and more used for gene delivery along with 
the lipid vectors. In the review advantages and imperfections 
of some classes of these less used vectors are elucidated 
depending on their modifications and ratio to DNA and route 
of the delivery. We concluded that the significant advance in a 
task of obtaining the effective and safe vector for the human 
non-viral gene delivery has not been observed yet in spite of 
designing more and more novel variants of the gene carriers 
and the new kinds of the plasmids.
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Введение

Перенос в клетки генетических конструкций  
с целью исправления дефектов в геноме или изле-
чения приобретенных заболеваний является сутью 
генной терапии. Невирусные системы доставки та-
ких конструкций являются безопасной альтернативой 
вирусных, так как не вызывают иммунной реакции 
на повторные введения и их применение не может 
привести к инсерционному мутагенезу. Однако для 
успешной транфекции эукариотических клеток с по-
мощью невирусных векторов должна быть учтена их 
способность в комплексе с ДНК защищать ее при 
транспорте в организме и в цитоплазме клетки от 
нуклеаз и нежелательного связывания с другими 
макромолекулами, при котором может происходить 
утилизация ДНК до того, как станет возможной ее 
экспрессия. Вектор должен достаточно хорошо свя-
зываться с ДНК и в комплексе с нею проникать че-
рез мембрану клетки, после чего комплекс должен 
быть способным в определенных условиях диссоци-
ировать до исходных компонентов. Биодеградация 
переносчика и малый размер его комплексов с ДНК 
(до 100 нм в диаметре) необходимы для большей 
эффективности трансфекции при переносе генов  
in vivo. Решающее значение для трансфекции также 
имеют химическая структура вектора, его способ-
ность «опознавать» клетки, нуждающиеся в терапии, 
и длительность функционирования плазмиды в ядре. 
Для доставки плазмидной ДНК в основном использу-
ют катионные векторы липидной природы, формируя 
липоплексы. Наиболее известны из них коммерче-

ские препараты DOPE, DOTMA, DOTAP, Липофектин, 
Липофектамин и др. Реже применяют полимеры не-
липидной природы, в частности, полиэтиленгликоль, 
хитозаны и полиэтиленимины. Целью обзора было 
осветить преимущества и недостатки нескольких 
классов этих менее используемых векторов в за-
висимости от их модификации, соотношения с ДНК  
и способа переноса генов.

Адресная доставка генов с помощью нелипидных 
векторов различного происхождения

Полимеры, используемые в качестве векторов, 
по происхождению условно можно разделить на 
натуральные (получаемые специальной обработ-
кой природных веществ) и искусственные. Из пер-
вых нами рассматриваются аминокислоты и белки 
и получаемые специальной обработкой природного 
хитина сложные углеводы хитозаны, из вторых –  
не имеющие природных предшественников полиэ-
тиленгликоль, полиэтиленимины, полиамины, поли-
пропиленимины, полиуретан. Все эти вещества были 
выбраны для обзора как наиболее часто использую-
щиеся в работах по генному переносу.

Полиэтиленгликоль (ПЭГ)

ПЭГ широко используется в генном переносе. 
Посредством конфокальной лазерной сканирующей 
микроскопии установлено, что мицеллы, состоящие 
из ПЭГ и ДНК, имеют плотные оболочки из ПЭГ, не 
формируют агрегаты в кровяном русле и не взаимо-
действуют с кровяными пластинками во время цирку-
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ляции [1]. Покрытие ПЭГом поверхностей катионных 
липосом уменьшает их нежелательное взаимодей-
ствие с внеклеточной средой, защищая комплексы 
ДНК/липосомы от преждевременного разрушения. 
Такое же покрытие ПЭГом снижает уровень апоптоза 
и генерацию активных форм кислорода в культиви-
руемых макрофагоподобных клетках при их ассоциа-
ции с катионными липосомами [2].

ПЭГ-конъюгированные сополимеры имеют низ-
кую цитотоксичность in vitro и in vivo. ПЭГ увели-
чивает растворимость в воде комплексов полимер/
ДНК, уменьшает взаимодействие этих комплексов  
с белками плазмы и увеличивает время их цирку-
ляции в организме. Он может использоваться как 
спейсер между лигандом для направленной доставки 
гена и катионным полимером. Лиганд на конце цепи 
ПЭГ не нарушает взаимодействия катионного поли-
мера с плазмидной ДНК, а ПЭГ как спейсер увеличи-
вает доступ лиганда к его рецептору [3], тем самым 
делая возможным направленный перенос благодаря 
специфическому взаимодействию с клетками-ми-
шенями. Так, при трансфицировании опухолей in vivo 
системными введениями комплексов из ПЭГилиро-
ванного липида с фолиевой кислотой на дистальном 
конце молекулы удалось добиться уменьшения пере-
носа гена в легкие, т.е. «эффекта первого прохода», 
в 50–100 раз, при этом активность переносимого 
таким липидом гена в опухоли становится устойчи-
вой [4]. Поверхностно-ПЭГилированные полиплек-
сы, сформированные самосборкой β-циклодекстрина  
с адамантан-ПЭГ конъюгатами, остаются стабиль-
ными в условиях физиологических концентраций 
солей, в то время как немодифицированные быстро 
агрегируют и осаждаются. Адамантан-ПЭГилирован-
ные конъюгаты при их галактозилировании способны 
селективно связываться с гепатоцитами посред-
ством асиалогликопротеиновых рецепторов клеток 
[5]. Модифицированные ПЭГом желатиновые нано-
частицы имеют благоприятный для переноса in vitro 
размер около 200 нм, хорошо проникают в клетки 
посредством неспецифического эндоцитоза и после-
дующего везикулярного транспорта в цитозоль [6]. 
С помощью плазмидной ДНК, инкапсулированной 
внутри рецептор-специфических ПЭГилированных 
иммунолипосом, и простой внутривенной инъекции 
крысам оказалось возможным достигнуть нокдауна 
90% экспрессии генов, специфичных для опухолей 
мозга [7].

При всех своих достоинствах ПЭГилирование 
вредит внутриклеточному переносу нуклеиновых 
кислот. Поэтому последовательное удаление по-
крытия из ПЭГ после достижения клеток-мишеней 
сделало бы перенос генов более эффективными. 
Спусковым механизмом в этом могли бы быть  
изменения в рН, концентрации ферментов или ре-
докс-потенциала [8].

Хитозаны

Хотя есть сведения, что поликатионный линей-
ный полимер природного происхождения хитозан 
имеет такое неустранимое свойство, как индуци-
рование гиперхолестеринемии, что может сделать 
его непригодным для использования в генной тера-
пии человека [9], проводится много исследований 
его способности доставлять гены. Хитозан является 
нетоксичным полисахаридом, биодеградабельным 
и биосовместимым [10] и дестабилизатором мем-
бран, что позволяет веществам, связанным с ним, 

проникать внутрь клетки облегченным способом. Он 
может повреждать липидный бислой, и, похоже, что 
наблюдается прямая зависимость этого процесса от 
концентрации хитозана [11].

Системы переноса генов в виде наносфер, ко-
торые образует хитозан, имеют ряд преимуществ. 
В наносферы могут быть введены лизосомолити-
ческие агенты для уменьшения деградации ДНК  
в эндосомальных и лизосомальных компартментах; 
с ними можно конъюгировать лиганды для достиже-
ния рецептор-опосредованного эндоцитоза. В нано
сферы можно одновременно инкапсулировать дру-
гие биологически активные агенты или плазмиды; 
их можно лиофилизировать для хранения без потери 
ими биологической активности [12].

Наночастицы из хитозана и ДНК могут иметь 
по разным данным диаметр 50, 100, 141–283 нм 
с равномерным распределением в них плазмидной 
ДНК. Комплексы хитозана с siRNA (малой интерфе-
ренционной РНК, имеющей большой потенциал для 
применения с целью заставить «замолчать» патоло-
гические гены или гены устойчивости к лекарствен-
ным препаратам) имеют похожий диаметр – 68– 
129 нм. Наночастицы хитозан/ДНК in vitro оказались 
в 2 раза менее токсичными, чем липоплексы с ком-
мерческим катионным препаратом Липофектамин 
и давали уровень экспрессии репортерного гена в  
10 раз больший, чем комплексы с ПЭИ. Более высо-
кая степень деацетилирования, большие молекуляр-
ная масса хитозана и соотношение N:P дали боль-
шую эффективность трансфекции [13–15].

При исследовании механизма трансфекции ока-
залось, что комплексы плазмида/хитозан, вероятно, 
конденсируются в большие агрегаты (5–8 мкм), ко-
торые абсорбируются на поверхности клетки. Затем 
они поглощаются клеткой вследствие эндоцитоза и, 
возможно, высвобождаются из эндосом вследствие 
их разрушения, вызванного набуханием лизосомаль-
ных комплексов в дополнение к набуханию плазмид-
но-хитозанового комплекса. Комплексы плазмида/
хитозан способны проникать в ядро и аккумулиро-
ваться в нем, что было показано с помощью кон-
фокального лазерного сканирующего микроскопа 
[16–18].

Хитозаны, у которых свыше 2–3 мономеров не-
сут первичную аминогруппу, формируют стабильные 
коллоидные полиплексы с плазмидной ДНК. Они за-
щищают такую ДНК от деградации в сыворотке. При 
исследовании фракций высокоочищенного хитозана 
различной молекулярной массы in vitro все они не вы-
зывали гемолиза; их цитотоксичность при повышении 
дозы при трансфекции клеток не увеличивалась [12, 
17, 19, 20].

Однако высокомолекулярный сверхчистый хи-
тозан оказался намного эффективнее для транс-
фекции, чем низкомолекулярный. При увеличении 
длины хитозановой цепи и соотношения зарядов,  
а также уменьшении рН с 6,5 до 3,5 возрастает 
фракция комплексов, которые образовывают не
агрегированные глобулярные структуры [21]. Уровень 
трансфекции комплексами с хитозаном не ниже, чем 
при использовании комплексов плазмида/Липофек-
тин, когда молекулярная масса хитозана составляет  
40–84 кДа, соотношение азота хитозана к фосфа-
ту ДНК равно 5, а трансфекционная среда содержит 
10% сыворотки при рН 7,0 [18].

Хитозан легко выделяется с мочой, поэтому нет 
проблем с его накоплением в организме. С другой 
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стороны, этот полимер не способен надолго задер-
живаться в организме, что может быть необходимым 
для трансфицирования большого количества клеток 
in vivo [22]. Способы введения плазмидно-хитозано-
вого комплекса при этом могут быть разными. Так, 
посредством внутримышечной инъекции удалось 
перенести сразу две плазмиды – β-галактозидазы 
и люциферазы – в организм мышей. При этом эф-
фективность включения плазмид в микросферы 
достигала 90%, а высокий уровень экспрессируе-
мого белка наблюдался в течение 12 недель [23].  
При введении мышам BALB/c внутримышечно нано
сфер с геном b-галактозидазы экспрессия оказалась 
выше и устойчивей, чем после использования Ли-
пофектамина, хотя наносферы были очень крупны-
ми – 200–750 нм. Вероятно, это говорит о сильной 
степени защищенности ДНК в таких наносферах 
[12]. Посредством гидродинамической внутривен-
ной инъекции крысам с артритом в подкожную вену 
задней лапы вводили ген красного флуоресцентно-
го белка (RFP) в комплексе с конъюгатом хитозан/
полиэтиленгликоль(ПЭГ)/фолат. Экспрессия гена 
RFP наблюдалась вблизи места инъекции и была в 
5–12 раз выше, чем в других местах. Интересно, что 
при обычной инъекции в бедренную вену экспрессия 
была выше в печени, чем в других органах [24].  
При введении в хвостовую вену мышам комплексов 
с хитозаном с 10–50 мономерами в цепи наблюдал-
ся значительный уровень экспрессия люциферазы в 
легких (2756±710 пг тотального легочного белка) 
[25]. После интратрахеального введения полиплек-
сы с хитозаном были способны распределиться до 
средних бронхов и давать экспрессию трансгена 
фактически в каждой эпителиальной клетке [26]. 
Однако при введениях в легкие высокомолекуляр-
ный хитозан имеет такие недостатки, как агрегация, 
низкая растворимость при нейтральных рН, высокая 
вязкость в концентрациях, необходимых для пере-
носа in vivo, медленная диссоциация и высвобожде-
ние плазмидной ДНК. При этом олигомеры хитозана  
с 10–50 мономерами в цепи и диапазоном поли-
дисперсности от 1,01 до 1,09 в комплексе с плаз-
мидной ДНК давали более высокий уровень (в 120– 
260 раз выше) экспрессии гена люциферазы in vivo 
после введения в легкие, чем высокомолекулярный 
хитозан [25].

Изучение биораспределения хитозанов проводи-
лось для понимания, способен ли он направленно 
доставлять терапевтические гены в нужные органы. 
Фракции высокоочищенных 125I-меченых хитоза-
нов молекулярной массой <5000 Da(N1), 5000– 
10 000 Da(N2) и >10000 Da(N3) вводили крысам 
внутривенно. Все они быстро удалялись из крови, 
накапливаясь в печени тем больше, чем большую 
они имели молекулярную массу [17]. В данном слу-
чае быстрый уход из кровяного русла можно рассма-
тривать как недостаток, а накопление в печени – как 
преимущество хитозана по сравнению с другими 
векторами.

Хитозан модифицируют химическими группиров-
ками или частицами, защищающими комплексы ДНК 
от преждевременного разрушения, усиливающими 
направленность генного переноса и уровень экс-
прессии переносимого гена. Так, модифицированный 
аргинином хитозан, конъюгированный с ПЭИ, ока-
зался способным хорошо связываться с ДНК и фор-
мировать комплексы размером около 170 нм [27]. 
Комплексы, полученные при присоединении высоко-

очищенного хитозана низкой молекулярной массы 
посредством коацервации к лактобионовой кислоте, 
несущей галактозную группу, продемонстрировали 
очень высокую избирательность в отношении ге-
патоцитов [20, 28]. Конъюгат фолиевой кислоты и 
хитозана с остатком стеариновой кислоты в линии 
клеток с большей экспрессией рецепторов фолата 
(SKOV3) давал более высокий уровень экспрессии 
модельного гена, что связывают с проявлением ре-
цептор-опосредованного эндоцитоза [29]. Хитозан, 
модифицированный пептидом из 9 остатков аргини-
на и связанный с ним спейсером из 10 остатков гли-
цина, оказался намного эффективнее в генном пере-
носе, чем немодифицированный, причем не только 
in vitro, но и in vivo [30]. Преципитацией хитозана 
с тимином и магнитными частицами были получе-
ны частицы, которые усиливали экспрессию гена- 
супрессора опухоли in vitro [31].

Этот перечень можно продолжать еще очень дол-
го, но очевидно, что хитозан способен быть альтер-
нативой катионных липидов. Таким образом, хитозан 
должен исследоваться и дальше как возможный 
переносчик генов, в том числе для генной терапии 
печени [26].

Аминокислоты и белки

Некоторые весьма маленькие, относительно 
нетоксичные пептиды способны проходить через 
клеточную мембрану. Они называются CPPs (cell-
penetrating peptides). CPPs способны переносить  
с собой множество различных терапевтических ве-
ществ, включая плазмидную ДНК. Хотя механизм 
этого явления до конца не понятен, похоже, что он 
зависит от типа пептида, его концентрации, перено-
симого груза и типа клеток, в которые переносится 
груз [32]. Катионные CPPs представляют собой груп-
пу таких аминокислот, как аргинин или лизин, белок 
TAT вируса ВИЧ, пенетратин, Р22N, октааргинин. 
Амфипатические CPPs содержат последовательно 
гидрофобные и гидрофильные домены, что являет-
ся решающим для их способности к перемещению. 
К ним относятся транспортан, МАР, CADY и др.  
Гидрофобные CPPs имеют низкий суммарный заряд 
и исходно содержат неполярные аминокислоты, на-
пример, MPG-пептиды, фактор роста фибробластов 
Капоши (K-FGF), C105Y, pVEC [33]. Основываясь на 
том факте, что у многих клеточных раковых линий на-
блюдается сверхэкспрессия рецепторов к некоторым 
ростовым факторам, была создана система для пере-
носа генов, содержащая лиганд из 16 аминокислот, 
специфически связывающийся с рецептором фактора 
роста (EGF-R). При обкалывании комплексами с этой 
системой гепатом, выращенных подкожно на мышах, 
и при культивировании клеток этой опухоли с такими 
комплексами наблюдался высокий уровень транс-
фекции переносимого гена. [34, 35]. Также создан 
пептидный вектор (cRGD-hK), который имеет 36 ами-
нокислотных остатков CRGDCF(K[H-]KKK)6, содержит 
адресный опухолевый RGD мотив, связывающийся  
с ДНК олиголизин и остатки гистидина для облегче-
ния прохода в цитозоль. Спустя 48 ч. после инъек-
ции мышам nude с подкожно привитыми опухолями 
комплексов cRGD-hK с геном люциферазы активность 
гена в опухолевых тканях была значительно выше, 
чем в легких, почках и селезенке [36].

При переносе ДНК часто используются полипеп-
тиды, в том числе модифицированные различными 
лигандами. Например, полилизин при степени поли-



гены & клетки  Том XI, № 3, 2016

ОБЗОРЫ36

меризации 19–150 и модифицировании биотиновы-
ми группами в комплексе с плазмидной ДНК ока-
зался эффективным при трансфекции клеток линий 
HEK293T и NIH/3T3 [37]. Поли-L-лизин был ман-
нозилирован и успешно использован для достиже-
ния рецептор-опосредованного тканеспецифичного 
переноса генов в печень при трансфекции in vivo по-
средством внутривенных инъекций [38]. Галактози-
лированный поли-L-лизин в комплексе с плазмидой 
in vivo транспортировался в ядра гепатоцитов, где 
она существовала в виде эписомоподобной структу-
ры в течение по меньшей мере недели [39].

Обнаружено длительное циркулирование в крови 
мышей комплексов из поли-L-лизина и плазмидной 
ДНК после хвостовой инъекции таких комплексов. 
Уже через 1 ч. после введения мышам с опухолями 
эти комплексы обнаруживались в опухолевой ткани 
[40]. Фланкирование остова из последовательно-
стей аргинина концевыми амино- и карбоксигруппа-
ми цистеина давало вектор, эффективный при транс-
фекции in vitro, а обогащение аргинина остатками 
глицина и гистидина – значительное повышение ее 
уровня. Эти же пептиды обеспечивали повышенную 
трансфекцию как в мышиных, так и в человеческих 
тканях in vivo [41]. Пептиды, содержащие различ-
ное количество остатков гистидина, успешно транс-
фицировали клетки различных линий, причем эф-
фективность трансфекции зависела от количества 
и положения остатков, а также рН [42]. Из окта-D-
аргинина и тетра-L-гистидина, сшитых поперечными 
дисульфидными мостиками, был получен химерный 
полипептид для доставки терапевтического гена  
в опухолевые клетки [43].

Сульфгидрильные пептиды с поперечными свя-
зями (sulfhydryl cross-linking peptides), связанные 
с N-гликаном или ПЭГом, в комплексе с 125I-ДНК 
вводились внутривенно мышам. Наибольшее нака-
пливание метки в печени, т.е. направленный пере-
нос, наблюдалось при использовании смеси из  
10 mol % трехантенного гликопептида, 5 mol %  
ПЭГ/пептид и 85 mol % основного пептида [44]. 
Комплексы из транспортана ТР10 и плазмиды ока-
зались эффективными и нетоксичными in vitro и in 
vivo, а при внутримышечном и внутрикожном введе-
ниях – неиммуногенными [45].

Рекомбинантный протеин шелка, содержащий 
поли-L-лизин и tumor-homing пептиды (THPs), уси-
ливал эффективность переноса плазмидной ДНК  
в раковые клетки молочной железы [46]. Рекомби-
нантный гистоноподобный белок HPhA из Pyrococcus 
horikoshii продемонстрировал исключительную ста-
бильность и способность к упаковыванию ДНК. Его 
цитотоксичность оказалась ниже, а трансфекция 
ряда линий клеток комплексами HphA/ДНК эффек-
тивнее и воспроизводимее, чем у систем с кати-
онными липосомами [47]. С помощью гистонового 
модифицированного белка пшеницы H4TL был осу-
ществлен перенос гена апоптина в клетки карцино-
мы яичника человека линии HO8910, что привело 
к уменьшению их роста и потере их митохондриями 
мембранного потенциала [48].

Производные белка р53 опознают на поверхно-
сти раковых клеток специфический белок HDM-2, 
не экспрессирующийся на неделящихся клетках.  
С помощью трех плазмид, зкспрессирующих тера-
певтические антисмысловые РНК, была продемон-
стрирована эффективность этих новых переносчи-
ков [49].

Таким образом, пептидные системы переноса 
могут быть привлекательной альтернативой другим 
типам векторов, хотя их относительная неустойчи-
вость к протеолизу может быть главной проблемой 
в реализации их потенциального применения в био-
медицине.

Полиэтиленимины

Полиэтиленимин (ПЭИ) является поликатионом. 
Исследования показали, что ПЭИ не обладает сколь-
ко-нибудь заметной цитотоксичностью, генотоксич-
ностью или мутагенностью [50, 51]. Во многих ра-
ботах сравнивают эффективность трансфекции при 
использовании хитозанов и ПЭИ. Полиплексы с ПЭИ 
дают более быстрое начало экспрессии, чем поли-
плексы с хитозаном, что объясняется более быстрым 
выходом полиплексов с ПЭИ из эндосом. При вве-
дении в хвостовую вену мышам комплексов с ПЭИ 
экспрессия люциферазы в легких оказалась выше 
уровня экспрессии при использовании олигомеров 
хитозана с 10–50 мономерами в цепи [19, 25]. При 
этом кополимер ПЭИ и хитозана оказался в десятки 
раз трансфекционно активнее in vitro, чем чистые 
ПЭИ и хитозан. Его цитотоксичность была близка  
к этому показателю у хитозана и намного ниже, чем 
у ПЭИ [52].

Для трансфекции эффективнее модифицировать 
ПЭИ различными классами веществ, например, 
стеариновой кислотой, формируя мицеллы, гидро-
фобное ядро которых может служить для загрузки 
гидрофобных лекарств [53]. В комплексе с ПЭИ и 
полилизином компактизованная ДНК может транс-
портироваться не только в цитоплазму, но и в ядро 
неделящейся клетки [53]. В ПЭГилированных ПЭИ 
короткие боковые цепи ПЭГ стабилизируют ком-
плексы полимер/ДНК [54]. Комплексы ПЭИ/ДНК, 
защищенные ковалентно связанным с ними ПЭГом 
и содержащие фактор роста эпидермиса (EGF)  
в качестве лиганда, оказались эффективными при 
трансфицировании клеток человеческой гепато-
карциномы (НСС) [55]. Линейные и разветвленные 
полиэтиленимины (lPEI и bPEI) в комплексе с бета-
циклодекстрином, введенные в хвостовую вену вме-
сте с плазмидой, позволили ей аккумулироваться и 
экспрессироваться в печени [56]. Покрытие частиц 
ДНК сначала ПЭИ, а потом полиуретаном приводило 
к значительному повышению эффективности транс-
фекции по сравнению с использованием чистого ПЭИ 
[57]. Разветвленные полиэтиленимины, модифици-
рованные ретроинверсопептидом D-SP5, хорошо кон-
денсировались с ДНК терапевтического гена, in vitro 
защищали ее от деградации и доставляли в клетки 
желудочной аденокарциномы. После этого часть ра-
ковых клеток погибала вследствие апоптоза [58].

Полиэтиленимином можно модифицировать 
другие вещества. Так, из углеродных нанотрубочек 
были получены наноленты с пришитым к ним ПЭИ. 
Такой вектор способен защитить ДНК от различных 
неблагоприятных воздействий лучше, чем чистый 
ПЭИ, и быть лучше него благодаря большей пло-
щади поверхности нанолент и высокой плотности 
зарядов ПЭИ одновременно [59]. Модификация по-
средством ацетонида триамцинолона ПЭИ 1800 и 
холестерина была проведена с [(2-лактоиламидо)
этиламино]муравьиной (лактобионовой) кислотой 
([(2-lactoylamido)ethylamino]formic) acid). Диаметр 
полученных из этого конъюгата липосом составлял 
около 100 нм. При использовании in vivo они дали 
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лучшую экспрессию трансгена в печени у мышей, 
чем другие векторы [60]. Для генного переноса  
in vivo использовали поли-L-глютаминовую кислоту  
с пришитыми к ней гистонами и ПЭИ низкой молеку-
лярной массы (800 Da). Удалось получить экспрес-
сию гена GFP у дрозофилы [61]. При ковалентном 
связывании ПЭИ и катионного пептида мелиттина 
образовывались конъюгаты, конденсировавшие ДНК 
в маленькие дискретные частицы (<100 нм в диа-
метре). По сравнению с комплексами из ПЭИ такие 
комплексы оказались намного более трансфекци-
онно способными [62]. Соединяемое с различными 
количествами линейного ПЭИ хлоргидриновое про-
изводное хитозана показало лучшую эффективность 
трансфекции репортерного гена, чем чистые хито-
зан, ПЭИ и Липофектамин in vitro [63].

Полиэтиленимин успешно применялся в опытах 
по переносу генов для лечения опухолей. Снижалось 
количество и размеры метастазов в легких мышей  
с привитой остеосаркомой (OS) после интраназаль-
ного введения им комплекса из ПЭИ и гена интерлей-
кина-12 [64]. При внутривенном введении мышам  
с ксенографтами НСС комплексов с ПЭИ экспрессия 
гена люциферазы наблюдалась в основном в опухо-
ли, а не в печени животных (разница в 2 порядка) 
[55]. Такое же введение мышам с опухолями ком-
плексов siRNA с ПЭИ привело к специфическому ин-
гибированию как ангиогенеза, так и роста опухоли. 
ПЭИ с меньшей длиной цепи оказался менее цито-
токсичным [65]. Для переноса siRNA в клетки рака 
простаты использовались гибридные переносчики 
из полиэтиленимина и твердых жирных кислот [66],  
в клетки рака молочной железы MCF-7 – самосо-
бирающиеся наночастицы из ПЭГилированного ПЭИ 
с Arg-Gly-Asp (RGD) пептидным лигандом, присое-
диненным к дистальному кольцу полиэтиленгликоля 
[67]. Клетки линии 4T1 и ксенографты, экспресси-
ровавшие люциферазу, показали значительное сни-
жение уровня ее экспрессии при их культивирова-
нии в среде с комплексами из siRNA и наночастиц, 
имевших оболочку из алкилированного ПЭИ с моле-
кулярной массой 2000 kDa и сердцевину из оксида 
железа, (Alkyl-PEI2k-IO) [68]. Модификации ПЭИ 
могут быть перспективными в качестве перенос-
чиков генов для лечения цереброваскулярных [51]  
и легочных заболеваний [69].

ПЭИ усиливает перенос и устойчивость плазмид-
ной ДНК в органах in vivo, однако для безопасности 
требуется соблюдать временные интервалы в его 
использовании, например, у мышей – не чаще раза 
в неделю [70]. При интраназальном введении ком-
плексов с лактозилированным ПЭИ мышам они дис-
социировали на исходные компоненты, но плазмида 
в основном локализовывалась в лизосомах, а лак-
ПЭИ – в ядре. Этот результат показывает необходи-
мость создания плазмиды, способной самостоятель-
но преодолевать ядерный барьер для дальнейшего 
продвижения в экспериментах in vivo [71].

Полиамины, полипропиленимины

Полиамидоаминовые дендримеры (РАМАМ) ме-
нее токсичны, чем полиэтиленимид и полилизин, и 
способны формировать комплексы с плазмидами 
от 100–300 до 600 нм в диаметре в зависимости 
от строения [72]. Гибридный дендример, содержа-
щий ветви из РАМАМ на поверхности и жесткую 
сердцевину из полифениленвинилена, формировал 
дендриплексы, способные в комплексе с ДНК прони-

кать в более чем 90% нервных клеток в культуре, не 
выказывая какой-либо токсичности [73]. РАМАМ, 
конъюгированные c ПЭГ, лактозой и циклодекстри-
ном, имеют высокую трансфекционную активность 
в отношении клеток HepG2, экспрессирующих асиа-
логликопротеиновый рецептор, т.е. являются селек-
тивными переносчиками генов в гепатоциты [74]. 
Сверхразветвленные полиамидоамины (HPAAs), со-
держащие различные количества ОІ-циклодекстрина 
(ОІ-CD), также давали хорошую эффективность 
трансфекции in vitro [75].

Создан вектор на основе дендримеров полипро-
пиленимина (ППИ), который вводился в комплексе 
с геном фактора альфа некроза опухоли (TNFalpha) 
внутривенно мышам и оказался эффективным при 
экспериментальном лечении эпидермоидной кар-
циномы A431, карциномы шейки матки C33a и кар-
циномы прямой кишки LS174T [76]. Модифициро-
ванные разветвленными олигоэтилениминами ППИ 
демонстрировали повышенную стабильность обра-
зованных из них коллоидных частиц, образовывали 
компактные полиплексы с ДНК (100–200 нм) и не 
вызывали агрегации эритроцитов. При внутривенном 
введении комплексов с этими веществами мышам 
с опухолями трансген обнаруживался в основном  
в подкожных опухолях [77].

ППИ-дендримеры, оказавшиеся эффективными 
при переносе in vivo репортерного гена у мышей, фор-
мировали частицы размером от 33 до 286 нм в за-
висимости от концентрации ДНК [78]. Они оказались 
способными образовывать стабильные коллоидные 
частицы и при внутривенном введении доставлять ре-
портерный ген в печень, а не в легкие [79].

Полиуретан

Полиуретан для переноса генов модифициру-
ют, присоединяя всевозможные группы и лиганды. 
Так, катионный полимер N,N-диэтилэтилендиамин-
полиуретан (DEDA-PU), содержащий третичные ами-
ны в основной и боковых цепях, и сложный полиуре-
тановый эфир на основе лизина PMMD (lysine-based 
poly(urethane-co-ester)) образовывали комплексы 
с ДНК около 100 нм в диаметре и in vitro оказа-
лись весьма эффективными, мало цитотоксичными 
и биодеградирующими [80, 81], так же, как 2-ди-
этилэтиламиноэтиламин-полиуретан, содержащий 
сегменты ПЭГ и третичные аминогруппы [82]. По-
лиуретан, содержащий катионную аммониевую груп-
пу, вследствие низкой токсичности для нормальных 
клеток и высокой трансфекционной активности на 
уровне коммерческого препарата для трансфекции 
Polyfect на раковых клетках рассматривается как 
перспективный препарат для направленной генной 
терапии рака [83].

Линейный полиуретан, получивший дисуль-
фидные связи и протонированные третичные ами-
ногруппы в результате реакции поликонденсации 
(PUBAP), был конъюгирован с фолат-ПЭГом и де-
оксихолевой кислотой. После внутривенного введе-
ния комплексов PUBAP с плазмидой, кодирующей 
TNF-зависимый апопто-индуцирующий лиганд (TNF-
related apoptosis-inducing ligand) у голых (nude) мы-
шей Balb/c значительно ингибировался рост ксено-
графтов SKOV-3 [84].

Мишенью микроРНК, высококонсервативных 
малых молекул, могут быть онкогены. Перенос 
микроРНК miR145 посредством ПЭИ с короткими 
ветвями из полиуретана (PU-PEI) in vivo уменьшал  
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у мышей с ксенографтами легочной аденокарциномы 
и глиобластомы рост опухолей и метастазирование, 
увеличивал чувствительность к химио- и радиоте-
рапии и продолжительность жизни животных. Такой 
же перенос in vitro miR145 в клетки глиобластомы 
эффективно подавлял в них экспрессию генов рези-
стентности к лекарственным препаратам и антиапоп-
тотических генов [85, 86].

Заключение

Кроме описанных в обзоре, в мире используется 
еще целый ряд нелипидных невирусных перенос-
чиков генов, например, циклодекстрины, желатин, 
декстран-спермин, олигоэтиленимин, полиэтиле-
нимид и т.д. Однако успех идеи «лечения причи-
ны», например, лечения моногенных заболеваний, 
остается минимальным. Изменение в генетической 
конституции, которое является причиной клеточно-
го дефекта, одновременно приводит к включению 
ряда компенсаторных механизмов. Простое добав-
ление «здорового» гена автоматически не создает 
нормальную ситуацию, поскольку компенсаторные 
реакции не обязательно удастся повернуть вспять. 
Кроме того, недостаточно изучены механизмы входа 
комплексов с ДНК в клетку, их последующего вы-
свобождения из эндосом и проникновения комплек-
сов в ядро. Возможно, плазмидная ДНК неспособна 
эффективно преодолевать ядерную мембрану [71].

В последнее время обсуждается возможность 
переноса такими векторами в целях генной терапии 

системы коротких палиндромных повторов – CRISPR/
Cas9, использующей сиквенс-специфические нукле-
азы, происходящие из иммунной системы бактерий. 
Эти нуклеазы индуцируют разрывы двойной спирали 
ДНК в определенных местах, что позволяет получать 
генетически модифицированных животных, включая 
мышей. Однако обычно для такого переноса ДНК не-
обходимы микроинъекции в эмбрион, хотя в послед-
нее время начали использовать электропорацию и 
вирусные векторы. При этом электропорация более 
применима in vitro, а вирусные векторы, используе-
мые in vivo, имеют ограничения по размеру перено-
симой ДНК, могут вызвать инсерционный мутагенез 
и иммунный ответ [87].

При трансфекции in vivo посредством невирусных 
векторов и CRISPR/Cas9 встраивание терапевтиче-
ского гена будет необратимым и может происходить 
в разных тканях, включая ткани половых желез, по-
этому наиболее приемлемым представляется изъятие 
клеток нужной ткани, трансфицирование их in vitro и 
подсадка назад, в организм хозяина. Таким способом 
хотя бы частично может быть решена проблема лече-
ния моногенных наследственных заболеваний.

Однако следует констатировать, что, несмотря 
на создание все новых вариантов переносчиков ге-
нов и новых типов пламид, значительного прогресса  
в получении эффективного и безопасного вектора 
для невирусной генной терапии человека пока не на-
блюдается, и направленная доставка генов для лече-
ния недоступных опухолей невирусными векторами –  
это дело будущего.
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