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Öåëü èññëåäîâàíèÿ. Ïîëó÷åíèå áåçîïàñíîãî è ýôôåêòèâíîãî âåêòîðà â öåëÿõ ãåííîé òåðàïèè îñòàåòñÿ àêòóàëüíîé è íå-
ðåøåííîé çàäà÷åé, íåñìîòðÿ íà óñèëèÿ ìíîãèõ ëàáîðàòîðèé â ìèðå. Ñèíòåç âåùåñòâ, èìåþùèõ ñðîäñòâî ê ÄÍÊ è ñòàáèëè-
çèðóþùèõ åå ñïèðàëü, à òàêæå îáëàäàþùèõ ãðóïïèðîâêàìè, îïîçíàâàåìûìè êëåòêàìè íóæíûõ îðãàíîâ, ÿâëÿåòñÿ îäíèì èç
ïåðñïåêòèâíûõ íàïðàâëåíèé â òàêèõ èññëåäîâàíèÿõ. Öåëüþ äàííîé ðàáîòû áûëî èçó÷åíèå ýôôåêòèâíîñòè ïåðåíîñà â ðàç-
ëè÷íûå îðãàíû ìûøåé ðåïîðòåðíîãî ãåíà áàêòåðèàëüíîé �-ãàëàêòîçèäàçû ëèïîñîìàìè, ñîäåðæàùèìè ñèíòåòè÷åñêèå õîëå-
ñòåðèíîâûå ïðîèçâîäíûå îëèãîýòèëåíïðîïèëåíèìèíà (äèõîëåíèì è òðèõîëåíèì), à òàêæå ëàêòîçèëèðîâàííûé äèãëèöåðèä
(ëàêòîçîëèïèä, LacS). Ìåòîäèêà. Ïðåäâàðèòåëüíî ýëåêòðîííîìèêðîñêîïè÷åñêè áûëà ïîäòâåðæäåíà ñïîñîáíîñòü õîëåíèìîâ
îáðàçîâûâàòü êîìïëåêñû ñ ÄÍÊ îïòèìàëüíûõ äëÿ òðàíñôåêöèè ðàçìåðîâ (100—200 íì). Ïðîâåðêà õîëåíèìîâ íà òîêñè÷-
íîñòü in vivo è ââåäåíèå ëèïîñîì (ôîñôàòèäèëõîëèí (ÔÕ)/äèõîëåíèì, ÔÕ/òðèõîëåíèì è ÔÕ/ëàêòîçîëèïèä/äèõîëåíèì
â êîìïëåêñå ñ ïëàçìèäîé pCMV-SPORT-�-gal) â âîðîòíóþ âåíó ïå÷åíè ïðîâîäèëèñü íà ñàìöàõ ìûøåé ëèíèè ICR ìàññîé
30—40 ã. Êîíòðîëåì ñëóæèëè èíòàêòíûå æèâîòíûå. Ðåçóëüòàòû. Cïîñîáíîñòü õîëåíèìîâ îáðàçîâûâàòü êîìïëåêñû
ñ ÄÍÊ áûëà ïîäòâåðæäåíà ýëåêòðîííûìè ìèêðîôîòîãðàôèÿìè. Ðàçìåðû êîìïëåêñîâ (100—200 íì) îêàçàëèñü îïòèìàëü-
íûìè äëÿ òðàíñôåêöèè in vivo, à õîëåíèìû — íåòîêñè÷íûìè. ×åðåç 2 ñóò. ïîñëå ââåäåíèÿ êîìïëåêñîâ ãèñòîõèìè÷åñêè íà
êðèîñðåçàõ âíóòðåííèõ îðãàíîâ æèâîòíûõ ñ Õ-Gal (ñóáñòðàò) îáíàðóæåíà îò÷åòëèâî âûðàæåííàÿ òðàíñôåêöèÿ îðãàíîâ,
â òîì ÷èñëå ïå÷åíè — ãëàâíîãî îáúåêòà ãåííîé òåðàïèè. Çàêëþ÷åíèå. Ëàêòîçèëèðîâàííûé ëèïèä LacS è ïðîèçâîäíûå îëè-
ãîýòèëåíïðîïèëåíèìèíà õîëåíèìû ÿâëÿþòñÿ áåçîïàñíûìè, íå ìåíåå è ýôôåêòèâíûìè äëÿ äîñòèæåíèÿ ýêñïðåññèè ôóíêöèî-
íàëüíîãî ãåíà in vivo, ÷åì êîììåð÷åñêèå ïðåïàðàòû, è ïåðñïåêòèâíûìè äëÿ ýôôåêòèâíîé àäðåñíîé äîñòàâêè ãåíîâ.
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The purpose of the work. Receipt of safe and effective vector for the purpose of genetic therapy remains the topical and
unsolved problem inspite of many laboratories efforts in the world. Synthesis of substances which have affinity to DNA and
stabilize its helix and also have the moieties recognized with the cells of the desired organs is one of the perspective ways in
these investigations. Study of the effectivity of �-galactosidase bacterial reporter gene transfer with liposomes containing syn-
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thetic cholesteroyl derivatives of the oligoethylen/propylen/imine dicholenim and tricholenim and also lactosylated diglycerid
(lactosolipid, LacS) to mouse organs was the purpose of this work. Methods. Previously ability of cholenims to form com-
plexes with DNA of the optimal for transfection size (100—200 nm) was confirmed by electron microscopy technique.
Testing the non-toxicity of cholenims in vivo and injections of phosphatidylcholine(Ph)/dicholenim, Ph/tricholenim and
Ph/lactosolipid/dicholenim liposomes complexed with the pCMV-SPORT-�-gal plasmid to the liver portal vein were car-
ried out on the mouse males of the ICR strain of 30—40 g of weight. The intact animals were as a control. Results. The
ability of cholenims to form complexes with DNA was confirmed with electron micrographs. Complex sizes (100—200 nm)
were optimal for in vivo transfection, and holenims were found non-toxic ones. The well-marked transfection of the animal’s
inner organs including liver which is the main target of the genetic therapy was detected in two days after injection of the
complexes by histochemical reaction of the cryosections with Õ-Gal and the consequent light microscopy of the sections.
Conclusion. It is concluded that the lactosylated lipid LacS and the oligoethylen/propylen/imine derivatives cholenims are
not less safe and effective for achieving expression of the functional gene in vivo than the commercial ones and are promising
for the effective targeted gene delivery.

Keywords: mice; derivatives of oligoethylen/propylene/imine; lactosylated liposomes; gene delivery; targeting; portal
vein; histochemical reaction; cholenims.
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Ââåäåíèå

Ïðîáëåìà ëå÷åíèÿ íàñëåäñòâåííûõ è ïðèîáðå-
òåííûõ çàáîëåâàíèé ìåòîäàìè ãåííîé òåðàïèè
ïî-ïðåæíåìó îñòàåòñÿ íåðåøåííîé, âî ìíîãîì
èç-çà îòñóòñòâèÿ íåîáõîäèìûõ ïåðåíîñ÷èêîâ ãåíîâ
(âåêòîðîâ). Ê âåêòîðàì ïðåäúÿâëÿþòñÿ òðåáîâàíèÿ
îáðàçîâûâàòü íåáîëüøèå ïî ðàçìåðàì êîìïëåêñû
ñ ÄÍÊ (<100 íì) è íàïðàâëåííî ïåðåíîñèòü òåðà-
ïåâòè÷åñêèå ãåíû â íóæíûå îðãàíû [1]. Âèðóñíûå
âåêòîðû áîëåå ýôôåêòèâíû, ÷åì íåâèðóñíûå, íî
îíè íåáåçîïàñíû — ìîãóò âûçâàòü èíñåðöèîííûé
ìóòàãåíåç è äàæå ñìåðòü áîëüíîãî âñëåäñòâèå èì-
ìóííîé ðåàêöèè íà èõ ââåäåíèå [2]. Íåâèðóñíûå
âåêòîðû ïîêà ìàëîýôôåêòèâíû è â ëå÷åíèè ëþäåé
íå ïðèìåíÿþòñÿ [3, 4]. Ïåðâîíà÷àëüíàÿ öåëü ãåí-
íîé òåðàïèè — êîððåêöèÿ íàñëåäñòâåííûõ äåôåê-
òîâ — â ïîñëåäíåå âðåìÿ îòîøëà íà âòîðîé ïëàí, è
óñèëèÿ èññëåäîâàòåëåé ñîñðåäîòî÷èëèñü íà ïîèñêå
âåêòîðîâ, ñïîñîáíûõ äîñòàâëÿòü ÄÍÊ òåðàïåâòè-
÷åñêèõ ãåíîâ, ìàëûå èíòåôåðåíöèîííûå ÐÍÊ è
ìèêðîÐÍÊ ê ðàçëè÷íûì ðàêîâûì îïóõîëÿì [4, 5].
Îäíàêî äîñòàâêà ãåíîâ â íåäîñòóïíûå îïóõîëè è

ìåòàñòàçû, à íå ïðîñòî â ëîæå óäàëåííîé îïóõîëè,
ïîêà îñòàåòñÿ íåðåøåííîé ïðîáëåìîé, íåñìîòðÿ íà
ñîçäàíèå ðàçëè÷íûõ âèðóñíûõ è ñèíòåòè÷åñêèõ âåê-
òîðíûõ ñèñòåì.

Ïðè ïîäáîðå íåâèðóñíûõ ñðåäñòâ ãåííîãî ïåðåíî-
ñà äîëæíà áûòü ó÷òåíà èõ ñïîñîáíîñòü â êîìïëåêñå
ñ ÄÍÊ ëåãêî ïðîíèêàòü ÷åðåç ìåìáðàíó êëåòêè, çà-
ùèùàòü ÄÍÊ ïðè òðàíñïîðòå åå â îðãàíèçìå, à òàê-
æå îò íóêëåàç è íåæåëàòåëüíîãî ñâÿçûâàíèÿ ñ äðóãè-
ìè ìàêðîìîëåêóëàìè â öèòîïëàçìå êëåòêè, êîãäà ìî-
æåò ïðîèñõîäèòü óòèëèçàöèÿ ÄÍÊ äî òîãî, êàê ñòà-
íåò âîçìîæíîé åå ýêñïðåññèÿ.

Ïðè ïðèìåíåíèè êàòèîííûõ (ôîñôî)ëèïèäíûõ âå-
çèêóë èëè ëèïîñîì äëÿ ïåðåíîñà ãåíîâ ÄÍÊ ñïîíòàí-
íî ñâÿçûâàåòñÿ ñ âíåøíåé ïîâåðõíîñòüþ êàòèîííûõ
ëèïîñîì, íåéòðàëèçóÿ ñâîé îòðèöàòåëüíûé çàðÿä, à
îáðàçóþùèåñÿ ïðè ýòîì êîìïëåêñû — ëèïîïëåêñû
— âçàèìîäåéñòâóþò ñ êëåòî÷íîé ìåìáðàíîé. Òàêèì
ñïîñîáîì — ëèïîôåêöèåé — ìîãóò áûòü òðàíñôèöè-
ðîâàíû áîëåå 90% êëåòî÷íûõ ëèíèé in vitro [1]. Îä-
íàêî áîëüøèíñòâî êîìïëåêñîâ ÄÍÊ ñ êàòèîííûìè
ëèïèäàìè ïðè èñïîëüçîâàíèè in vivo îñåäàåò â ëåãêèõ,
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íå ïîïàäàÿ â îðãàí-ìèøåíü, êîòîðûì ÷àùå âñåãî ÿâ-
ëÿåòñÿ ïå÷åíü. Ýòî ÿâëåíèå íàçâàëè «ýôôåêòîì ïåð-
âîãî ïðîõîäà» [6]. Â íàñòîÿùåå âðåìÿ ïðîäîëæàåòñÿ
ïîèñê âåùåñòâ, íå èìåþùèõ ýòîãî íåäîñòàòêà. Èñ-
ïîëüçîâàííûå íàìè äëÿ ãåííîãî ïåðåíîñà âåùåñòâà
äèõîëåíèì è òðèõîëåíèì ñîäåðæàò ãðóïïèðîâêè, õà-
ðàêòåðíûå äëÿ ïîëèýòèëåíèìèíà (ÏÝÈ), ïîêàçàâøå-
ãî ñåáÿ àêòèâíûì â ãåííîì ïåðåíîñå â ðÿäå ðàáîò.
Ëàêòîçèëèðîâàííûé äèãëèöåðèä, êðîìå òîãî, ñîäåð-
æèò ëàêòîçíóþ ãðóïïèðîâêó, èìåþùóþ ñðîäñòâî
ê êëåòêàì ïå÷åíè [7, 8]. Ýòè 3 ïðåïàðàòà áûëè èññëå-
äîâàíû íàìè êàê êàíäèäàòû â ïåðåíîñ÷èêè òåðàïåâ-
òè÷åñêèõ ãåíîâ ïîñðåäñòâîì ýëåêòðîííîé ìèêðîñêî-
ïèè è ââåäåíèé ïîëó÷åííûõ èç íèõ ëèïîñîì â êîìï-
ëåêñå ñ ïëàçìèäîé, íåñóùåé ðåïîðòåðíûé ãåí áàêòå-
ðèàëüíîé �-ãàëàêòîçèäàçû, â âîðîòíóþ âåíó ïå÷åíè
ìûøåé. Èíòåðåñíî áûëî ñðàâíèòü ðåçóëüòàòû, ïîëó-
÷åííûå in vivo ïðè ïåðåíîñå ðàçäåëüíî äèõîëåíèìîì
è òðèõîëåíèìîì è êîìáèíèðîâàííûìè ëèïîñîìàìè,
êîòîðûå äîëæíû áûëè «óíàñëåäîâàòü» ïîëåçíûå
ñâîéñòâà îêàçàâøåãîñÿ áîëåå àêòèâíûì ïðè òðàíñôåê-
öèè in vitro äèõîëåíèìà [7].

Ìåòîäèêà

Â ýêñïåðèìåíòàõ èñïîëüçîâàëèñü õîëåñòåðèíîâûå
ïðîèçâîäíûå îëèãîýòèëåíïðîïèëåíèìèíà — äèõîëå-
íèì è òðèõîëåíèì, è ëàêòîçèëèðîâàííûé äèãëèöåðèä
— äèãåêñàäåöèë-2-�-D-òèîëàêòîçèë-ñóêöèíàò
(LacS) [7, 8]. Õîëåñòåðèí (Fluka) ïðèìåíÿëñÿ êàê
ëèïèä-ïîìîùíèê äëÿ ôîðìèðîâàíèÿ ëèïîñîì. Õîëå-
íèìû ñíà÷àëà ñîåäèíÿëè ñ âîäíî-ãëèöåðèíîâî-ñïèð-
òîâîé ñìåñüþ (â îáúåìíûõ îòíîøåíèÿõ 41:34:25) ïðè
óëüòðàçâóêîâîé 10-ìèíóòíîé îáðàáîòêå (ÓÇÄÍ-4
— ìàêñ. ìîùíîñòü 35 êÃö, ïåðèîäû 1 ìèí ðàáî-
òû/30 ñ ïàóçà). Ëèïîñîìû èç íèõ áûëè ïîëó÷åíû ïî
ìåòîäó óïàðèâàíèÿ èç îáðàùåííîé ôàçû [9]. Ðàñòâîð
ëèïèäà è ëèïèäà-ïîìîùíèêà ïî êàïëÿì âëèâàëè â ïî-
äîãðåòóþ â êðóãëîäîííîé êîëáå íà âîäÿíîé áàíå äî
50—60°Ñ ñòåðèëèçîâàííóþ (àâòîêëàâèðîâàííóþ)
äåèîíèçîâàííóþ âîäó (Milli-Q, Millipore, USA) ïðè
èíòåíñèâíîì ïîìåøèâàíèè íà «Vortex» (ñðåäíÿÿ ñêî-
ðîñòü äîáàâëåíèÿ — 1 ìë/ìèí). Ïðîöåññ ñîïðîâîæ-
äàeòñÿ âñêèïàíèåì ðàñòâîðà. Îïåðàöèþ ïîâòîðÿëè äî
èñ÷åçíîâåíèÿ ðàçäåëà ôàç è ïîëó÷åíèÿ æèäêîñòè,
èìåþùåé îäíîðîäíûé îïàëåñöèðóþùèé âèä.

Ïðè ïîëó÷åíèè ñëîæíîé êîìïîçèöèè ÔÕ/ëàêòî-
çîëèïèä/äèõîëåíèì òàêèì æå îáðàçîì â âîäó äîáàâ-
ëÿëè ðàñòâîðû ãëèêîëèïèäà, ÔÕ è äèõîëåíèìà â õëî-
ðèñòîì ìåòèëåíå. Ïðîöåññ ïîâòîðÿëè äî ïðåêðàùåíèÿ
èñïàðåíèÿ îñòàòêîâ ðàñòâîðèòåëÿ è ïðèîáðåòåíèÿ
ýìóëüñèåé ñîîòâåòñòâóþùåãî âèäà. Ñíà÷àëà âñå ðàñ-
òâîðû, ñîäåðæàùèå ëèïîñîìû, óïàðèâàëè ñ ïîìîùüþ
âàêóóìíîãî ðîòîðíîãî èñïàðèòåëÿ ïðèìåðíî äî îáúå-

ìà 1 ìë, à çàòåì èõ îáúåì äîâîäèëè äåèîíèçîâàííîé
âîäîé äî íåîáõîäèìîé êîíöåíòðàöèè. Ëèïîñîìû ïðî-
äóâàëè àçîòîì â òå÷åíèå 10 ìèí. è õðàíèëè â ãåðìå-
òè÷íî çàêðûòîé ïîñóäå ïðè 4°Ñ.

Äëÿ ïîëó÷åíèÿ ýëåêòðîííûõ ìèêðîôîòîãðàôèé ëè-
ïîïëåêñîâ õîëåíèì/ÄÍÊ èñïîëüçîâàëèñü ïëàçìèä-
íàÿ ÄÍÊ (ïëàçìèäà pCMV-SPORT-�-gal, 7,2 kb)
è ýëåêòðîííûé ìèêðîñêîï JEM 100B ïðè óñêîðÿþ-
ùåì íàïðÿæåíèè 80 êÂ. Ñ ýòîé öåëüþ àëèêâîòó ëè-
ïîïëåêñà ïîìåùàëè íà ìåäíóþ ñåòêó, ïîêðûòóþ ïëåí-
êîé êîëëîäèÿ, è âûñóøèâàëè. Åãî èçáûòîê óäàëÿëè, à
îñòàòîê êîíòðàñòèðîâàëè 4% âîäíûì ðàñòâîðîì óðà-
íèë íèòðàòà. Ïîñëå óäàëåíèÿ êðàñèòåëÿ ïëåíêó ïðî-
ñóøèâàëè ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå. Ýëåêòðîííûå
ìèêðîôîòîãðàôèè ïîëó÷àëè íà ôîòîïëàñòèíêàõ ôèð-
ìû «Kodak».

Ïëàçìèäà pCMV-SPORT-�-gal (7,2 kb) ïîëó-
÷åíà îò ïðîô. Í. Äþçãþíåøà (Dr. N. Duzgunes, San
Francisco, USA) è íàðàáîòàíà â íåîáõîäèìûõ êîëè-
÷åñòâàõ ïî ñîîòâåñòâóþùèì ìåòîäèêàì êàê îïèñàíî
ðàíåå [10]. Äëÿ ôîðìèðîâàíèÿ êîìïëåêñîâ àëèêâîòó
ðàñòâîðà ïëàçìèäíîé ÄÍÊ ñìåøèâàëè ñ ëèïîñîìà-
ìè, îñòîðîæíî âñòðÿõèâàëè ñìåñü è èíêóáèðîâàëè
30 ìèí ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå. Â ýêñïåðèìåíòå
èñïîëüçîâàëèñü ìûøè ëèíèè ICR 10—12-íåäåëüíî-
ãî âîçðàñòà, ìàññîé 30—40 ã, êîòîðûå ñîäåðæàëèñü
ïðè êîíâåíöèîíàëüíûõ óñëîâèÿõ ïî 5 æèâîòíûõ
â êëåòêå.

Ââåäåíèå êîìïëåêñîâ â âîðîòíóþ âåíó ïå÷åíè ìû-
øàì ïðîâîäèëîñü ïî îïèñàííîé ðàíåå ìåòîäèêå ïîä
îáùèì íàðêîçîì (ââåäåíèå ïðåïàðàòà «Àâåðòèí»)
[10]. Êîíòðîëåì ñëóæèëè èíòàêòíûå æèâîòíûå. Æè-
âîòíûõ âûâîäèëè èç îïûòà ÷åðåç 2 ñóò. ïîñëå ââåäå-
íèÿ êîìïëåêñîâ äèñëîêàöèåé øåéíûõ ïîçâîíêîâ, â ñî-
îòâåòñòâèè ñ èíñòðóêöèåé American Physiological So-
ciety (1995 ã.).

Äëÿ ãèñòîõèìè÷åñêîãî èññëåäîâàíèÿ ñðàçó ïîñëå
âñêðûòèÿ îðãàíû ìûøåé çàìîðàæèâàëè ïðè –80°Ñ.
Êðèîñòàòíûå ñðåçû îðãàíîâ òîëùèíîé 25 ìêì ìîíòè-
ðîâàëè íà ïðåäìåòíîì ñòåêëå. Íà íèõ íàíîñè-
ëè 200 ìêë ôîñôàòíî-ñîëåâîãî áóôåðà (ÔÑÁ)
ñ ðÍ 7,5, ñîäåðæàâøåãî Õ-Gal (6 ìã/ìë), MgSÎ4
(1 ìM/ë), 4 ìM K4[Fe(CN)6] è 4 ìM
K3[Fe(CN)6]. Ñðåçû îðãàíîâ èíêóáèðîâàëè ñ ñóáñò-
ðàòîì X-Gal [1]. Ñòåêëà âî âëàæíîé êàìåðå ïîìåùà-
ëè â òåðìîñòàò íà 37°Ñ è ôèêñèðîâàëè âðåìÿ ðàçâè-
òèÿ îêðàøèâàíèÿ (30—50 ìèí). Ïîñëå ýòîãî ñòåêëà
ñî ñðåçàìè ïîãðóæàëè â 2,5% ãëóòàðîâûé àëüäåãèä
íà 2 ÷ ïðè +4°Ñ. Äëÿ âèçóàëèçàöèè êëåòî÷íûõ
ñòðóêòóð (ãëàâíûì îáðàçîì ÿäåð) ñðåçû äîêðàøèâàëè
ãåìàòîêñèëèíîì. Äàëåå ïîñëå îáåçâîæèâàíèÿ è ïðî-
ñâåòëåíèÿ â î-êñèëîëå ñðåçû çàêëþ÷àëè â êàíàäcêèé
áàëüçàì. Ìèêðîôîòîãðàôèè ïîëó÷àëè ñ ïîìîùüþ
Axioskop 20 Carl Zeiss.
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Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

Ïåðåä èñïîëüçîâàíèåì õîëåíèìîâ äëÿ ãåííîãî ïåðå-
íîñà áûëè îõàðàêòåðèçîâàíû èõ ôèçèêî-õèìè÷åñêèå
ñâîéñòâà, äëÿ ÷åãî ïðèìåíÿëàñü ñïåêòðîôîòîìåòðèÿ
(ÓÔ-ïëàâëåíèå ÄÍÊ) è ñïåêòðîôëóîðèìåòðèÿ ñ ïèðå-
íîì êàê ôëóîðåñöåíòíûì çîíäîì. Îêàçàëîñü, ÷òî õîëå-
íèìû îáðàçóþò êîìïàêòíûå è ñòàáèëüíûå êîìïëåêñû
ñ ãåíîìíîé ÄÍÊ. Ñòàáèëèçèðóþùèé ýôôåêò ó äèõîëå-
íèìà áûë íåñêîëüêî âûøå, ÷åì ó òðèõîëåíèìà, ÷òî ñâÿçà-
íî ñ âåëè÷èíîé çàðÿäà ìîëåêóë — +1 ó äèõîëåíèìà è 0
ó òðèõîëåíèìà [7]. Îáðàçîâàíèå êîìïëåêñîâ ïðè ñìåøè-
âàíèè ýòèõ âåùåñòâ ñ ïëàçìèäíîé ÄÍÊ äîëæíî áûëî
ïîäòâåðäèòü êîíòðàñòèðîâàíèå óðàíèë-íèòðàòîì îáðàçó-
þùèõñÿ ïðè ýòîì ÷àñòèö, òàê êàê ýòî âåùåñòâî ñâÿçûâà-
åòñÿ ñ ÄÍÊ è äåëàåò åãî âèäèìûì íà ýëåêòðîííûõ ìèê-
ðîôîòîãðàôèÿõ. Äåéñòâèòåëüíî, êàê äè-, òàê è òðèõîëå-
íèì ïî äàííûì ýëåêòðîííîé ìèêðîñêîïèè îêàçàëèñü ñïî-
ñîáíûìè îáðàçîâûâàòü êîìïëåêñû ñ ÄÍÊ. Îíè èìåëè
ôîðìó, áëèçêóþ ê ñôåðè÷åñêîé, è ñðåäíèé äèàìåòð
100—200 íì (ðèñ. 1, À è Á ñîîòâåòñòâåííî), õîòÿ íåêî-
òîðûå ÷àñòèöû äîñòèãàëè ðàçìåðîâ 300 íì. Ýòîò ðåçóëü-
òàò ïîäòâåðäèë ïðåäïîëîæåíèå, ÷òî ïðè íåéòðàëüíûõ pH
ïîëîæèòåëüíî çàðÿæåííûå ÷àñòè ìîëåêóë õîëåíèìîâ
(àìèíîãðóïïû) äîëæíû âñòóïàòü â ýëåêòðîñòàòè÷åñêîå
âçàèìîäåéñòâèå ñ îòðèöàòåëüíî çàðÿæåííûìè ôîñôàòíû-
ìè ãðóïïàìè ÄÍÊ, òî åñòü ó÷àñòâîâàòü â êîìïëåêñîîá-
ðàçîâàíèè ñ ÄÍÊ è åå ñòàáèëèçàöèè. Îáà õîëåíèìà íå
ïðîÿâëÿëè ñêîëüêî-íèáóäü ñóùåñòâåííîé öèòîòîêñè÷íî-
ñòè in vitro [10]. Äëÿ îöåíêè èõ òîêñè÷íîñòè in vivo ëèïî-
ñîìû ÔÕ/äèõîëåíèì è ÔÕ/òðèõîëåíèì ââîäèëèñü
ìûøàì âíóòðèáðþøèííî â äîçàõ 50, 100 è 150 ìã.
Â ïåðâûõ äâóõ ñëó÷àÿõ íå íàáëþäàëîñü êàêèõ-ëèáî âèäè-
ìûõ ïîâðåæäåíèé âíóòðåííèõ îðãàíîâ è óõóäøåíèÿ ñî-
ñòîÿíèÿ æèâîòíûõ. Äîçà 150 ìã âûçûâàëà ïîÿâëåíèå
êðîâîèçëèÿíèé íà ïîâåðõíîñòè ïå÷åíè, óâåëè÷åíèå ðàçìå-
ðîâ ïî÷åê è ñåëåçåíêè (íå ìîãëà áûòü èñïîëüçîâàíà èç-çà
ñëèøêîì áîëüøîãî îáúåìà).

Àìôèôèëüíûå ëèïîñîìû, ñîñòîÿùèå èç ôîñôàòèäèë-
õîëèíà è äèõîëåíèìà (1:1 ïî ìàññå), à òàêæå ôîñôàòèäèë-
õîëèíà è òðèõîëåíèìà (1:1 ïî ìàññå), èñïîëüçîâàëè äëÿ ïå-
ðåíîñà ãåíà �-ãàëàêòîçèäàçû ïðè ñîîòíîøåíèè ëè-
ïèä/ÄÍÊ 1,6:1 (ïî ìàññå). Äîçà ïëàçìèäíîé ÄÍÊ ñî-
ñòàâëÿëà 50 ìêã íà ìûøü, îáúåì ââîäèìîãî êîìïëåêñà
ÄÍÊ/ëèïîñîìû — 100 ìêë. ×åðåç 2 ñóò. ïîñëå ââåäåíèÿ
ëèïîïëåêñîâ â âîðîòíóþ âåíó ïå÷åíè ïîäîïûòíûõ æèâîò-
íûõ óìåðâùëÿëè. Ýêñïðåññèÿ ìîäåëüíîãî ãåíà �-ãàëàêòî-
çèäàçû â èõ îðãàíàõ áûëà îáíàðóæåíà ãèñòîõèìè÷åñêè ïðè
åå òåñòèðîâàíèè ïðåäâàðèòåëüíî ðàñòâîðåííûì â äèìåòèë-
ñóëüôîêñèäå ñóáñòðàòîì Õ-Gal (6 ìã íà 200 ìêë). Ïîñëå
èíêóáàöèè ñðåçîâ îðãàíîâ ñ ýòèì ñóáñòðàòîì, êîòîðûé ïîä
äåéñòâèåì �-ãàëàêòîçèäàçû ðàçëàãàåòñÿ ñ âûäåëåíèåì ÿð-
êî-ñèíåãî êðàñèòåëÿ èíäèãî, ïîÿâèëîñü ñèíåå îêðàøèâàíèå
âî âñåõ èññëåäóåìûõ âíóòðåííèõ îðãàíàõ ìûøåé — ëåã-
êèõ, ïå÷åíè, ñåëåçåíêå è ïî÷êàõ. Íà ãèñòîëîãè÷åñêèõ ïðå-

ïàðàòàõ ýêñïðåññèÿ íàáëþäàëàñü ïðåèìóùåñòâåííî â êëåò-
êàõ ýíäîòåëèÿ ñîñóäîâ è áëèæàéøèõ ê íèì êëåòêàõ, ÷òî
ñâèäåòåëüñòâóåò î ïðîíèöàåìîñòè ýíäîòåëèÿ äëÿ êîìïëåê-
ñîâ. Íàèáîëåå âûðàçèòåëüíûå ìèêðîôîòîãðàôèè äëÿ ëåã-
êèõ áûëè ïîëó÷åíû ïîñëå èñïîëüçîâàíèÿ ëèïîñîì
ÔÕ/äèõîëåíèì. Ïðè èñïîëüçîâàíèè êîìïëåêñîâ ñ ëèïî-
ñîìàìè ÔÕ/òðèõîëåíèì çíà÷èòåëüíàÿ ýêñïðåññèÿ ìî-
äåëüíîãî ãåíà â ïå÷åíè âûðàæàëàñü â èíòåíñèâíîì îêðà-
øèâàíèè ñ ïîìîùüþ X-Gal ïó÷êîâ ñîñóäîâ, ìàêñèìàëüíîì
ñðåäè âñåõ ïðåïàðàòîâ (ðèñ. 2). Èíòåðåñíî, ÷òî áèîðàñï-
ðåäåëåíèå êîìïëåêñîâ [14Ñ]-ÄÍÊ/òðèõîëåíèì (1:1 w/w)
ïîñëå èõ ââåäåíèÿ â âîðîòíóþ âåíó ïå÷åíè òàêæå îáíàðó-
æèâàëî èõ òðîïèçì ê ýòîìó îðãàíó, è ìàêñèìóì 14Ñ-ÄÍÊ
áûë îáíàðóæåí â ïå÷åíè (25% îò âñåé ìåòêè) [11].
Âñëåäñòâèå ïðèñóòñòâèÿ â ìîëåêóëå òðèõîëåíèìà 3 õîëå-
ñòåðèíîâûõ îñòàòêîâ âîçìîæíî åãî ñèëüíîå âçàèìîäåéñò-
âèå ñ ìåìáðàíàìè ýðèòðîöèòîâ ñ íàðóøåíèåì èõ ñòðóêòó-
ðû. Òàê êàê â ïå÷åíè îñóùåñòâëÿåòñÿ óòèëèçàöèÿ ìàòåðèà-
ëà ðàçðóøåííûõ ýðèòðîöèòîâ, ýòî ìîæåò áûòü ïðè÷èíîé
ïîâûøåííîãî âêëþ÷åíèÿ ìåòêè è ïëàçìèäû â ýòîò îðãàí.
Ñðåçû ëåãêèõ, ïå÷åíè è ñåëåçåíêè êîíòðîëüíûõ æèâîòíûõ
äàâàëè íåçíà÷èòåëüíîå ðàâíîìåðíîå îêðàøèâàíèå ïðè èõ
èíêóáàöèè ñ X-Gal (ðèñ. 3). Ïî÷êè îáíàðóæèâàëè ýíäî-
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Ðèñ. 1. Ýëåêòðîííûå ìèêðîôîòîãðàôèè êîìïëåêñîâ ÕÎËÅÍÈÌîâ
ñ ïëàçìèäîé:

À — äèõîëåíèì/ðÑÌV-SPORT-�-Gal; Á — òðèõîëå -

íèì/ðÑÌV-SPORT-�-Gal. Êîíòðàñòèðîâàíèå 4% âîäíûì ðàñòâîðîì
óðàíèë íèòðàòà. Ýëåêòðîííûé ìèêðîñêîï JEM 100B, óñêîðÿþùåå
íàïðÿæåíèå 80 êÂ.



ãåííóþ àêòèâíîñòü �-ãàëàêòîçèäàçû, çàòðóäíÿâøóþ îöåí-
êó ýôôåêòèâíîñòè ýêçîãåííîãî ôåðìåíòà, ò.å. äàâàëè èí-
òåíñèâíóþ îêðàñêó ñðåçîâ êàê â îïûòå, òàê è â êîíòðîëå,
îñîáåííî ïðè óâåëè÷åíèè âðåìåíè ýêñïîíèðîâàíèÿ
ñ X-Gal.

Ïîñêîëüêó ëàêòîçîëèïèäû äîñòàòî÷íî ýôôåêòèâíî è
ñïåöèôè÷íî ñâÿçûâàþòñÿ ñ ãàëàêòîçîñâÿçûâàþùèì ëåêòè-
íîì èç Ricinus communis (RCA1), ÿâëÿþùèìñÿ àíàëîãîì
ñïåöèôè÷åñêîãî ëåêòèíà ãåïàòîöèòîâ ïå÷åíè ÷åëîâåêà è
æèâîòíûõ, ëèïîñîìû ñ ýêñïîíèðîâàííûìè íà ïîâåðõíîñòè
îñòàòêàìè D-ãàëàêòîçû ìîæíî ïðèìåíÿòü äëÿ ïîâûøåíèÿ
óðîâíÿ çàõâàòà êëåòêàìè ïå÷åíè èõ êîìïëåêñîâ ñ ÄÍÊ
[8]. Èñïîëüçîâàííûé íàìè ìîäèôèöèðîâàííûé ëàêòîçî-
ëèïèä LacS ñîäåðæèò ëàêòîçíóþ ãðóïïèðîâêó â êà÷åñòâå
óãëåâîäíîãî ìàðêåðà, êîòîðàÿ äîëæíà áûëà ðàñïîçíàâàòüñÿ
ðåöåïòîðàìè ãåïàòîöèòîâ è óñèëèòü ýêñïðåññèþ ïåðåíîñè-
ìîãî ãåíà â ïå÷åíè. Îí áûë âêëþ÷åí â ñîñòàâ êîìáèíèðî-

âàííûõ ïîëèáèñëîéíûõ ëèïîñîì ôîñôàòèäèëõîëèí/ëàêòî-
çîëèïèä/äèõîëåíèì. Îíè áûëè ñôîðìèðîâàíû èç ÔÕ
(70 mol %), LacS (20 mol %) è äèõîëåíèìà (10 mol %)
è èñïîëüçîâàëèñü â ñîîòíîøåíèè ñ ïëàçìèäîé 1,6:1 ïî ìàñ-
ñå. Äîçà ïëàçìèäíîé ÄÍÊ ñîñòàâëÿëà 50 ìêã íà ìûøü,
îáúåì ââîäèìîãî êîìïëåêñà ÄÍÊ/ëèïîñîìû — 100 ìêë.

Çíà÷èòåëüíûì óðîâåíü ýêñïðåññèè ãåíà Lac Z áûë
âûÿâëåí â ñåëåçåíêå è ëåãêèõ, ÷òî ñîîòâåòñòâîâàëî äàííûì
ïî êîëè÷åñòâåííîìó îïðåäåëåíèþ àêòèâíîñòè ôåðìåíòà
â ðàçíûõ îðãàíàõ ñïåêòðîôîòîìåòðè÷åñêè [8]. Îäíàêî òîãî
óðîâíÿ ýêñïðåññèè â ïå÷åíè, êîòîðîãî ìû îæèäàëè, äî-
ñòèãíóòü íå óäàëîñü, âîçìîæíî, èç-çà íåäîñòàòî÷íîé ïðî-
íèöàåìîñòè òêàíåé äëÿ òàêèõ êîìïëåêñîâ (áîëüøîé ïëîò-
íîñòè ïàðåíõèìû). Ïðè 30—50-ìèí èíêóáèðîâàíèè ñðå-
çîâ ýêñïðåññèÿ ïðîÿâëÿëàñü ñëàáî, à ïðè äëèòåëüíîé ýêñ-
ïîçèöèè íàáëþäàëîñü îáðàçîâàíèå èíäèãî â âèäå î÷åíü
ìåëêèõ ÿðêî-ãîëóáûõ ãðàíóë íå òîëüêî íà îïûòíûõ, íî è
íà êîíòðîëüíûõ ñðåçàõ. Âîçìîæíî, òàê ïðîÿâëÿåò ñåáÿ ýí-
äîãåííûé ôåðìåíò â öèòîïëàçìå êëåòîê ïå÷åíè.

Ðàçìåð áîëüøèíñòâà ïîëó÷åííûõ êîìïëåêñîâ õîëåíè-
ìîâ ñ ïëàçìèäíîé ÄÍÊ (100—200 íì) ÿâëÿåòñÿ îïòèìà-
ëüíûì äëÿ ãåííîãî ïåðåíîñà in vivo [6]. Êàê áîëüøîé ðàç-
ìåð íåêîòîðûõ ÷àñòèö (îêîëî 300 íì), òàê è ôàêòè÷åñêàÿ
íåçàâèñèìîñòü èõ ðàçìåðîâ îò ìîëåêóëÿðíîé ìàññû ÄÍÊ
äîñòàòî÷íî íåîáû÷íû. Âîçìîæíî, ÷òî íàáëþäàåìûå
ñòðóêòóðû ÿâëÿþòñÿ ðåçóëüòàòîì àãðåãàöèè ìàëåíüêèõ ìè-
öåëëÿðíûõ ÷àñòèö ïðè ïðèãîòîâëåíèè ïðåïàðàòîâ äëÿ
ýëåêòðîííîé ìèêðîñêîïèè. Ïîõîæóþ êàðòèíó îïèñûâàþò
Chisholm et al. äëÿ ïîëèïðîïèëåíîâûõ äåíäðèìåðîâ [12].
Ïîñêîëüêó ïî ñòðîåíèþ ìîëåêóëû õîëåíèìîâ ñõîäíû
ñ ìîëåêóëàìè ýòèõ âåùåñòâ, õîðîøî çàðåêîìåíäîâàâøèìè
ñåáÿ â êà÷åñòâå ïåðåíîñ÷èêîâ ãåíîâ â èññëåäîâàíèÿõ ðàç-
ëè÷íûõ ëàáîðàòîðèé, òî âïîëíå âåðîÿòíî, ÷òî êàê äè-, òàê
è òðèõîëåíèì áûëè áû áîëåå ýôôåêòèâíûìè ïðè èõ èñïî-
ëüçîâàíèè â äðóãèõ ñîîòíîøåíèÿõ ñ ÄÍÊ èëè ïðè äðóãîì
ñïîñîáå ââåäåíèÿ. Òàê, ïîñëå ââåäåíèÿ ìûøàì â õâîñòî-
âóþ âåíó êîìïëåêñîâ ñ ïîëèïðîïèëåíîâûìè äåíäðèìåðàìè
äëÿ ýêñïåðèìåíòàëüíîé ãåííîé òåðàïèè ó íèõ íàáëþäàëàñü
ðåãðåññèÿ êñåíîãðàôòîâ îïóõîëåé ýïèäåðìîèäíîé êàðöèíî-
ìû A431, ðàêà øåéêè ìàòêè, C33a è êîëîðåêòàëüíîé àäå-
íîêàðöèíîìû LS174T; âûæèâàëî äî 100% ïîäîïûòíûõ
æèâîòíûõ [13]. Ïðè ýòîì ïîëèïðîïèëåíîâûå äåíäðèìåðû
áûëè ñïîñîáíû îáðàçîâûâàòü ñòàáèëüíûå êîìïëåêñû
ñ ÄÍÊ è äîñòàâëÿòü ðåïîðòåðíûé ãåí â ïå÷åíü, à íå â ëåã-
êèå ïðè âíóòðèâåííîì ââåäåíèè êîìïëåêñîâ [14], êàê è õî-
ëåíèìû, ÷òî òàêæå ïîäòâåðæäàåò íàøå ïðåäïîëîæåíèå
î áîëüøåé ýôôåêòèâíîñòè õîëåíèìîâ ïðè èõ èñïîëüçîâà-
íèè â äðóãèõ ñîîòíîøåíèÿõ ñ ÄÍÊ èëè äðóãîì ñïîñîáå
ââåäåíèÿ.

Õîëåíèìû îáðàçîâûâàëè êîìïàêòíûå ïîëèïëåêñû
ñ ÄÍÊ (100—200 íì), òàê æå, êàê ñõîäíûå ñ íèìè ïî
ñòðîåíèþ ïîëèïðîïèëåíèìèíû, ìîäèôèöèðîâàííûå ðàç-
âåòâëåííûìè îëèãîýòèëåíèìèíàìè, êîòîðûå îêàçàëèñü íå
ìåíåå è äàæå áîëåå òðàíñôåêöèîíííî-àêòèâíûìè, ÷åì
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Ðèñ. 3. Êîíòðîëüíûé ñðåç ïå÷åíè ìûøè. Îêðàøèâàíèå X-Gal, äîêðà-
øèâàíèå ãåìàòîêñèëèíîì. Óâåëè÷åíèå õ200. AXIOSKOP 20 Carl Zeiss.

Ðèñ. 2. Ñðåç ïå÷åíè ìûøè ïîñëå ââåäåíèÿ â âîðîòíóþ âåíó ëèïîï-
ëåêñà èç ïëàçìèäû è àìôèôèëüíûõ ëèïîñîì ÔÕ/òðèõîëåíèì (1:1).
Îêðàøèâàíèå X-Gal, äîêðàøèâàíèå ãåìàòîêñèëèíîì. Óâåëè÷åíèå
õ200. AXIOSKOP 20 Carl Zeiss.



ñòàíäàðòíûå ïîëèýòèëåíèìèíû (êàê ëèíåéíûå, òàê è ðàç-
âåòâëåííûå), íå äàâàëè «ýôôåêòà ïåðâîãî ïðîõîäà» è íå
âûçûâàëè àãðåãàöèè ýðèòðîöèòîâ [15]. Ýòè ñâîéñòâà íå-
îáõîäèìû äëÿ óñïåøíîé òðàíñôåêöèè in vivo.

×òî êàñàåòñÿ èñïîëüçîâàíèÿ âåêòîðîâ ñ óãëåâîäíûìè
îñòàòêàìè, òî ïîëó÷åíû äàííûå, ÷òî ïîëèàìèäîàìèíîâûå
äåíäðèìåðû, êîíúþãèðîâàííûå ñ ïîëèýòèëåíãëèêîëåì
(ÏÝÃ), ëàêòîçîé è öèêëîäåêñòðèíîì, èìåëè âûñîêóþ
òðàíñôåêöèîííóþ àêòèâíîñòü íà êëåòêàõ HepG2, ýêñïðåñ-
ñèðóþùèõ àñèàëîãëèêîïðîòåèíîâûé ðåöåïòîð. Îäíàêî òå
äåíäðèìåðû, ãäå áûëî áîëåå íèçêîå ñîäåðæàíèå ÏÝÃ,
èìåëè è áîëåå íèçêóþ òðàíñôåêöèîííóþ àêòèâíîñòü
â ïðèñóòñòâèå 20% ñûâîðîòêè [3]. Òàêèì îáðàçîì, íåâû-
ñîêàÿ ýôôåêòèâíîñòü òðàíñôåêöèè íàøèìè êîìïëåêñàìè
ñ ëèïîñîìàìè ôîñôàòèäèëõîëèí/ëàêòîçîëèïèä/äèõîëåíèì
ìîæåò îáúÿñíÿòüñÿ èõ ñâÿçûâàíèåì ñ áåëêàìè ïëàçìû
êðîâè ìûøåé in vivo. Êðîìå òîãî, íåêîòîðûå ýêñïåðèìåí-
òû ñî ñïåöèàëüíî ïîìå÷åííûìè êîìïëåêñàìè èç ïëàçìèä-
íîé ÄÍÊ è ëàêòîçèðîâàííîãî ÏÝÈ ïîêàçûâàþò, ÷òî óæå
÷åðåç 8 ÷ ïîñëå ââåäåíèÿ in vivo îíè äèññîöèèðîâàëè
â ëåãêèõ íà ñâîè ñîñòàâëÿþùèå. Âîïðåêè îáùåïðèíÿòîìó
ïðåäñòàâëåíèþ, ïëàçìèäà â îñíîâíîì ëîêàëèçîâûâàëàñü
â ëèçîñîìàõ, à ëàê-ÏÝÈ — â ÿäðå, ò.å. ïëàçìèäà íå áûëà
ñïîñîáíîé ïðåîäîëåâàòü ÿäåðíóþ ìåìáðàíó [16]. Âîçìîæ-
íî, èìåííî ýòèì îáúÿñíÿåòñÿ, ïî÷åìó ïî÷òè çà 20 ëåò ðà-
áîòû ìíîæåñòâà ëàáîðàòîðèé òàê è íå áûë ñîçäàí âûñîêî-
ýôôåêòèâíûé íåâèðóñíûé âåêòîð. Ýòîò íåîæèäàííûé ðå-
çóëüòàò ïîêàçûâàåò íåîáõîäèìîñòü ñîçäàíèÿ ïëàçìèäû,
ñïîñîáíîé ñàìîñòîÿòåëüíî ïðåîäîëåâàòü ÿäåðíûé áàðüåð
äëÿ äàëüíåéøåãî ïðîäâèæåíèÿ â ýêñïåðèìåíòàõ in vivo.

Òåì íå ìåíåå, ïðåäëîæåííûå íàìè ëèïîñîìû ÔÕ/äè-
õîëåíèì, ÔÕ/òðèõîëåíèì è ÔÕ/ëàêòîçîëèïèä/äèõîëå-
íèì îïðåäåëÿëè èíóþ òðîïíîñòü ëèïîïëåêñîâ ê òêàíÿì,
÷åì êàòèîííûå ëèïîñîìû èç êîììåð÷åñêèõ ïðåïàðàòîâ
(íàïðèìåð, Ëèïîôåêòèíà), äàþùèå «ýôôåêò ïåðâîãî ïðî-
õîäà». Â èññëåäîâàíèÿõ in vitro ýôôåêòèâíîñòü òðàíñôåê-
öèè ñ ïîìîùüþ õîëåíèìîâ è ëàêòîçîëèïèäà òàêæå áûëà íà
óðîâíå êîììåð÷åñêèõ ïðåïàðàòîâ, à èíîãäà âûøå [11]. Ïî-
ýòîìó ýòè âåùåñòâà ïðåäñòàâëÿþòñÿ íàì ïåðñïåêòèâíûìè
â ñîçäàíèè íåâèðóñíûõ âåêòîðîâ äëÿ íàïðàâëåííîãî òðàíñ-
ïîðòà ãåíîâ â òêàíè îðãàíèçìà.
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