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В настоящее время предложен и развивается целый ряд вирусных и невирусных сис-
тем для переноса генов в целях генной терапии — одной из новейших биомедицинских
технологий. В обзоре рассмотрены преимущества и ограничения в применении следующих
невирусных методов трансфекции. кальций-фосфатного, баллистического, микроинъек-
ции в ядро, электропорации, рецептор-опосредованного переноса и использования искус-
ственных макромолекулярных комплексов поликатионов, гидрофобных поликатионов,
полимеров, катионных и нейтральных липосом Отдельно рассмотрены методы липофек-
ции, основанные на применении катионных и нейтральных липосом Особое внимание
уделено направленному переносу генетического материала в клетки с помощью вирусных
векторов и искусственных макромолекулярных комплексов
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Целью генетической (генной) терапии - одной из новейших биомедицинских
технологий - является корректировка патологических состояний на генетическом
уровне: замена дефектного участка генома нормальным [1, 2] или введение функ-
ционально активных генов в организм. Современные технологии введения генов
используют методы ex vivo или in vivo. В случае ex vivo терапевтический агент
(генетическую конструкцию) вводят в клетки, выделенные из организма (напри-
мер, клетки крови), и затем возвращают их обратно. В большинство протоколов
генной терапии используют именно этот подход. В случае in vivo функциональные
гены вводят непосредственно в организм. В этом варианте генной терапии часто
используют невирусные методы переноса генов, в частности, липофекцию, а в
качестве клеток мишеней - миобласты [3,4], кератиноциты [5| и эндотелиальные
клетки [6,7].

Хотя во многих работах по генной терапии для переноса генетических конст-
рукций и функциональных генов в клетки и ткани использовались ретро-и адено-
вирусы [2,8-10], в ряде исследований показано, что совместное использование
вирусов и макромолекулярных комплексов, в частности, липосом, является бо-
лее эффективным 111,12]. Стабильной экспрессии введенных генов при трансфек-
ции in vivo добиться довольно сложно [13-15], однако в ряде случаев длительность
экспрессии чужеродного гена может составлять 1 год. Данная работа посвящена
общему рассмотрению невирусных методов переноса функциональных генов
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Классификация невирусных методов трансфекции.

В основе всех методов генной терапии лежит трансфекция - процесс переноса и
активация в клетке чужеродного генетического материала. С точки зрения генной
терапии важными параметрами трансфекции принято считать ее эффективность
и стабильность (длительность изменения фенотипа клетки). Стабильность эксп-
рессии генов для разных генов и видов клеток различна. Методы переноса генети-
ческого материала в эукариотические клетки делятся на химические, физичес-
кие, биологические методы; методы, использующие искусственные макромоле-
кулярные комплексы, а также смешанные методы.

Одним из первых методов трансфекции клеток эукариот был химический -
кальций-фосфатный метод [16], основанный на осаждении ДНК в составе каль-
ций-фосфатного преципитата, образующегося из фосфатного буфера, дестабили-
зированного хлористым кальцием. Этот метод дает стабильную трансфекцию, а
эффективность его для разных клеточных линий составляет от 4 до 30%. Особенно-
стью метода является его крайняя чувствительность к величине рН (оптимальный
рН = 7.1 ±0.01). Однако этот метод не применим в опытах in vivo и для суспензион-
ных культур и, кроме того, может приводить к необратимому нарушению клеточ-
ных мембран.

К физическим методам трансфекции относятся: баллистический метод, элект-
ропорация и прямая инъекция ДНК. Баллистический метод включает микрообст-
рел монослоя клеток из специального устройства (генной «пушки») с примене-
нием в качестве средства доставки генетического материала частиц тяжелого ма-
териала (обычно вольфрам или золото) с адсорбированной на них ДНК [17]. Элек-
тропорация - образование пор в плазматических мембранах, обеспечивающих про-
никновение ДНК в клетку, в электрическом поле - нашла широкое применение, в
основном, для трансфекции растительных клеток [18]. Для трансфекции крупных
клеток может быть применена микроинъекция плазмидной ДНК - введение ДНК
под микроскопом непосредственно в ядро клетки с помощью специальной аппа-
ратуры [19]. В ряде случаев оказались возможными и эффективными прямые инъ-
екции ДНК в неглубоко залегающие ткани [20-22]. В частности описана трансфек-
ция тканей молодых и взрослых животных с помощью газового бароинжектора
[23,24]. Эффективность такой трансфекции зависит от давления выброса и чисто-
ты ДНК [25].

К биологическим методам трансфекции относят перенос генов с помощью спер-
матозоидов [26] и ретро- или аденовирусов [8-12]. Применение вирусов в целях
генной терапии, начато в 80-е годы и является наиболее распространенным в
настоящее время. Вирусы, наряду с такими достоинствами, как способность про-
никать в различные типы клеток и интегрировать в геном, имеют ряд недостат-
ков, самыми существенными из которых являются возможность неспецифичес-
кой интеграции в геном со сбоем регуляторных механизмов, иммуногенность и
потенциальный риск запуска онкогенеза. Последнюю проблему пытаются решить,
используя ослабленные вирусы, или их компоненты, в частности, белки оболоч-
ки [27-32].

К искусственным макромолекулярным комплексам относятся поликатионы (по-
лилизин, полиэтиленимин, спермины), липосомы (катионные и нейтральные) и
системы для рецептор-опосредованного переноса. Последние рассмотрены, в час-
тности, в работах [33-35].
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Широко используемыми поликатионами являются L-полилизин (3000 - 10000
Да) (36,37), полиэтиленимин (10000 Да) [381 и липоспермин ( катионный поли-
пептид сперминов с гидрофобными группировками) [39]. Липоспермин имеет
высокую аффинность к ДНК, при этом формируются сходные с липосомами не-
мицеллярные гидрофобные структуры Сильное сродство липосперминов к. ДНК
приводит к тому, что они связываются с хроматином даже в присутствии эндо-
генных полиаминов, что обусловливает тропизм комплекса к ядру [40]. Эффектив-
ность трансфекции с помощью поликатионов зависит от плотности заряда и мо-
лекулярной массы полимера [41] Катионные поливептиды метаболически актив-
н ы они могут блокировать ионные каналы [42] и ингибировать проницаемость
митохондриальных мембран для ионов кальция и фосфата [43J. Полиэтиленимины
обладают сравнительно невысокой цитотоксичностью, что позволило применить
их, например, для переноса гена люциферазы в эмбрионы млекопитающих [44].
Комплексы полиэтиленимина (гексамера) с моно-, ди- и трихолестериновыми
производными были использованы для переноса плазмиды pSEAP в культуру кле-
ток невриномы Гассерова узла крысы, причем ди- и три-замещенные соединения
были эффективнее [ 45].

Липофекция

Липосомы, препараты фосфолипидных везикул, используемые для трансфек-
ции в целях генной терапии (липофекции), могут различаться по размеру, дис-
персности, липидному составу, заряду и способу получения, кроме того они
могут быть поли- или монобислойными [46]. Наиболее эффективны для трансфек-
ции малые моно- или олигобислойные липосомы [47,48]. Важными для липофек-
ции свойствами липосом, являются заряд, текучесть мембраны, фьюзогенность
(склонность к слиянию с мембранами), способность фосфолипидной компонен-
ты к мицеллообразованию и комплексообразованию с ДНК [49-52]. Заряд везикул
определяется наличием полиионов или катионных липидов [53]; текучесть мемб-
раны обратно пропорциональна количеству холестерина и зависит от степени
«ненасыщенности» и длины жирнокислотных остатков фосфолипидов Фьюзоген-
ность является благоприятным фактором при трансфекции in vitro, однако может
приводить к неспецифической трансфекции in vivo. Авторы полагают, что наибо-
лее перспективны для использования в генной терапии мицеллярные структуры.
Способность к спонтанному мицеллообразованию тем выше, чем больше гидро-
фильная часть амфифила и короче гидрофобная, т.е. наличием конусоидной кон-
фигурации липида (ею обладает, например, диолеилтриметиламмоний (DOTMA),
что повышает эффективность комплексообразования с ДНК) [54,39].

В качестве катионных липидов наиболее широко используются замещенные тре-
тичные амины типа DOTMA и DOTPA [55], а также гидрофобные амины -стери-
ламин [56]. Более перспективными для использования в качестве катионных липи-
дов, по нашему мнению, являются положительно заряженные липиды с простой
эфирной связью в глицериновой части [53]. В эту группу входят липиды с различ-
ным соотношением гидрофобной и гидрофильных частей в молекуле, а также
различным расстоянием между ними, что обеспечивает большое разнообразие
структур ДНК-липосомных комплексов Такие липиды в составе фосфатидилхоли-
новых липосом, содержащих фыозоген, были успешно •использованы для транс-
фекции культивируемых транформированных фибробластов L-929 |57]. В качестве
фосфолипидных компонентов липосом обычно используют диолеилфосфатидил-
холин (DOPC) и диолеилфосфатидилэтаноламин (DOPE)|58[. Липосомы, содер-
жащие DOPE, более гидратированы, что уменьшает их фьюзогенность [44].



При приготовлении ДНК-липосомальных комплексов используют не только ка-
тионные, но и нейтральные (цвиттерионные) липосомы (59-611. Показано, что в
условиях, разработанных для получения ДНК-липосомальных комплексов 162-64],
нативная плазмидная ДНК заключена в фосфолипидный бислой и защищена от
действия ДНКаз, топоизомеразы 1 и флуоресцентных красителей (бромистый эти-
дий и DAPI), что не влияет на ее способность к интернализации и взаимодей-
ствию с другими мембранами 139]. С помощью таких комплексов была осуществле-
на эффективная трансфекция (в частности, pSV2-NEO, pQE-lacZ и pSEAP) в
различные линии эукариотцреских клеток [65-69].

Основным путем интернализации клеткой любых макромолекулярных комп-
лексов в процессе трансфекции является адсорбционный эндоцитоз. В частности,
доказано существование белковых рецепторов, участвующих в транспорте олиго-
дезоксирибонуклеотидов в клетку [70]. После эндоцитоза комплекса ДНК с кати-
онными липосомами образуются большие перинуклеарные комплексы, которые
часто имеют высокоупорядоченную тубулярную структуру. Деградация комплекса
ДНК с липосомами является необходимым этапом липофекции и происходит в
цитоплазме, причем судьба медиатора липофекции не влияет на ее эффектив-
ность [71]. Обнаружено также, что эффективность липофекции не зависит от ста-
дии клеточного цикла [72] но усиливается при использовании не сверхспирализо-
ванной, а линейной ДНК [39]. В работе [73] показано, что эффективность липо-
фекции комплекса катионных липосом и гена люциферазы в легкие может быть
значительно увеличена добавлением гликохолеатом натрия, что согласуется с на-
шими данными о том, что включение в состав липосом гликолипида (глицирри-
зиновой кислоты) значительно повышает эффективность трансфекции трансфор-
мированных фибробластов модельным геном [56]. В настоящее время для липофек-
ции в целях генной терапии используют препарат липофектин («Lipofectm») фирмы
«Vical» (США), представляющий собой смесь DOTMA/DOPE (1:1) [74], а также
рН-чувствительные и фьюзогенные липосомы, приготавливаемые из DOPE и мо-
нохолестерилового эфира янтарной кислоты методом упаривания из обращенной
фазы [46]. рН-чувствительные липосомы способны изменять заряд при изменении
величины рН и сливаться с мембранами клеточных структур, обеспечивая про-
никновение ДНК в клетку [76].

Катионные липосомы усиливают эффективность вирусной трансфекции функ-
циональных генов (тимидин киназы [76] и бета-галактозидазы [77]) в культивиру-
емые клетки в 1000 раз, а комплексное применение аденовирусов и полилизина
увеличивает эффективность терапии антисенс олигонуклеотидами [78].

В таблице приведены основные характеристики рассмотренных невирусных ме-
тодов переноса генов в клетки эукариот.

Направленный перенос генетических конструкций

Направленная доставка in vivo генетического материала в клетки-мишени явля-
ется ключевой проблемой генной терапии и обеспечивается наличием адреса и
вектора. Самыми известными адресами являются адреса типа лиганд-рецеитор, к
которым относятся транспортные белки, специфические метаболиты, различные
эпитопы клеток иммунной системы и другие. В частности, для направленной транс-
фекции in vivo клеток эритроцитарного ростка в качестве адреса с успехом приме-
нен трансферрин (в комплексе поли-Ь-лизин-трансферрин/аденовирусные части-
цы) [79]. Коньюгаты с фолатом попадают лишь в клетки с высокой гиперэкспрес-
сией фолатного рецептора, что может быть использовано для терапии некоторых
онкологических заболеваний [80].
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Особенности различных методов переноса генов
Таблица

Метод/Свойство

Нуклеиновая кислота

Размер
рекомбинантного гена

Возможностоть прим.
in vivo

Интеграция в геном

Эффективность

Использование для
трансфекции в
неделящиеся клетки

Ограничения

Генная пушка

ДНК/РНК

50 кб

Да

низкая

средняя

да

только для
поверхностны

тканей

Аденовирусы

ДНК

7,5 кб

* а

нет

очень высокая

нет

временная
коррекция и
осложнения:

пневмония, др.

Спермотоэоид

ДНК

8 кб

«а

низкая

высокая

Да

Микроинъекции
ДНК

ДНК

50 кб

да

низкая

да

Локальное
использование

Липосомы

ДНК/РНК

50 кб

да

низкая

низкая

возможно

Эффективност

Липосомы
+вирусы

ДНК/РНК

50 кб

да

неизвестно

высокая

да

Рецепторы Сахаров (лектины) присутствуют на поверхности многих типов кле-
ток, особенно трансформированных, и могут участвовать в интернализации их
лиганда (т.е. опосредовать эндоцитоз гликопротеидов с определенным концевым
углеводным остатком) [24,81] . Полилизин, конъюгированный с различными са-
харами, может быть использован для направленной доставки генов к определен-
ным клеткам в зависимости от природы углевода. Показано, что комплекс ДНК с
лактозилированным полилизином очень эффективен при трансфекции функцио-
нального гена в клетки гепатомы человека (HepG2) [82,83], а с маннозилирован-
ным полилизином - в макрофагоподобные клетки. Причем трансфекция в этих
случаях более эффективна, чем липофекция или использование ДЭАЕ-декстрана
[84]. Гликозилированный полилизин использовали и как переносчик антисмысло-
вых олигонуклеотидов. Такие конъюгаты нетоксичны для клеток и увеличивают
эффективность переноса олигонуклеотидов в десятки раз [85]. Галактозным сай-
том связывания на поверхности клеток опосредован и механизм переноса полика-
тионных конъюгатов, содержащих рицин [86]. Конъюгаты полиакриламида с раз-
личными олигосахаридами были использованы для направленного транспорта
противоопухолевых соединений в трансформированные клетки [87|. Олигосахари-
ды, находящиеся на поверхности липосом, содержащих канцеростатики, увели-
чивают эффективность их связывания с опухолевыми клетками на 50-80 %, что
приводит к усилению противоопухолевой активности таких липосом в 2-4 раза
[88].

Весьма перспективным и самостоятельным направлением генной терапии яв-
ляется генная терапия таких заболеваний человека, причиной которых являются
генетические дефекты митохондрий, геном которых не имеет гистоновой защиты
и поэтому менее стабилен, чем ядерный. К таким заболеваниям относятся неко-
торые миопатии, болезнь Паркинсона, болезнь Альцгеймера и др. [88,89|. Мито-
хондриальная генная терапия не развивалась из-за отсутствия векторов для на-
правленной доставки генетического материала в митохондрии. Впервые трансфек-
ция изолированных митохондрий проведена в 1995 г. с использованием в качестве
переносчика короткого митохондриального лидерного пептида, который кова-
лентно сшивали с ДНК [90]. Такой конъюгат проникал в энергизованные мито-



хондрии печени крыс in vitro. Эффективность переноса была достаточно высокой
и не зависела от размера ДНК [90].

Направленность трансфекции in vivo зависит и от способа введения генетичес-
кого материала (внутримышечный, внутривенный, внутритрахеальный, подкож-
ный, пероральный). Так, при внутривенном введении комплекса катионных ли-
пидов с ДНК мышам почти все липосомы задерживаются в ретикулоэндотелиаль-
ной системе печени [74]. Повышение эффективности трансфекции в этом случае
может быть достигнуто предварительным введением мышам хлорхинолина, кото-
рый препятствует снижению рН в лизосомах [48].

Адресованность может определяться не только медиаторами трансфекции (ли-
гандами, рецепторами, гликозидами, амфифилами), но и природой и конструк-
цией экспрессионных векторов. Важным условием создания и экспрессии адресо-
ванных векторов является наличие в генетической конструкции специфических
генетических элементов (промоторов, регуляторных элементов, усилителей эксп-
рессии), которые обеспечивают управление экспрессией функциональных генов.
Длительное функционирование трансгена возможно, если генетическая конст-
рукция содержит область репликации ДНК. В частности, было показано, что уп-
равление экспрессией генов ферментов системы детоксикации, например, Р-450
1А1 может быть обеспечена использованием регулируемых промоторов [91], Регу-
ляторный элемент гена лейкосиалина, который кодирует главный сиалогликоп-
ротеин мембран лейкоцитов и тромбоцитов человека, является подходящим для
экспрессии в растущей культуре клеток, для которых эффективными векторами
до настоящего времени были лишь ретровирусы [92]. Для терапии опухолей, осо-
бенно солидных, интерес представляет промотор гена глюкозо-связанных белков
(GRP). Эти гены - прототип класса генов, регулируемых путями передачи сигнала
с эндоплазматического ретикулума к ядру. Продукты их являются своего рода
внутриклеточными мусорщиками, связывающими несозревшие белки и недособ-
ранные комплексы. Основными индукторами для них являются стресс, низкий
уровень глюкозы и кислорода. При снятии стресса GRP поеттранскрипционно
инактивируются [931.

Катионные липосомальные вектора были использованы для локальной генной
терапии рака простаты. В этом случае был применен промотор, специфичный для
эндотелио-специфичной экспрессии использовали векторы, содержащие ген, ко-
дирующий рецепторную гирозинкиназу. Этот ген экспресируется в эндотелии со-
судов в основном в период эмбриогенеза и ангиогенеза. Интересно отметить, что
его специфичность in vivo может переноситься на гетерологичные гены с помо-
щью относительно небольших фрагментов [95]. Для адресной доставки юна тиро-
зиназы мышей и тирозин-связанного белка (TRP-1) в меланоциты in vitro и in vivo
были использованы промоторные последовательности, экспрессия которых спе-
цифична для меланоцитов [96]. При трансфекции гепатоцитов в качестве адреса
используют асиалогликопротеин/полилизиновый конъюгат [97,98] и глициризи-
новую кислоту [99].

По нашему мнению, перспективными методами направленного переноса гене-
тического материала в клетки эукариот являются также рецептор-опосредован-
ный перенос и использование липидных мицелл (липосом), несущих на поверх-
ности олигосахаридные последовательности.
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NON-VIRAL GENE TRANSFER IN GENE THERAPY *

R.I. Zhdanov, N.G. Kutsenko, and V.I. Fedchenko

Institute of Biomedical Chemistry, Russian Academy of Medical ciences,
Moscow 119832, Russia

A number of viral and non-viral vector systems have been developed nowadays for gene
therapy applications. The advantages and shortcomings of the following non-viral methods of
transfection are, discussed in this review: calcium phosphate technique, ballistic transfection using
"gene gun", electroporation, microinjection into the nucleus, receptor-mediated gene transfer,
and artifical macromolecular complexes (polycations, hydrophobic polycations, polymers, cationic
and neutral liposomes). Special attention is paid to methods of lipofection based on the usage of
cationic and neutral liposomes as well as targeted gene delivery with the emphasis on the works
which were out in author's laboratories.

Key words: gene therapy, transfection, lipofection, targeted delivery.
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