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Возможность редактирования генетической информации, которая появилась относительно недав-
но благодаря активному внедрению в исследовательскую и биомедицинскую практику программи-
руемых нуклеаз, открыла широкие перспективы применения, в том числе в таких важных областях,
как здравоохранение и агробиотехнологии. Одним из наиболее важных вопросов совершенствова-
ния технологий редактирования генетической информации, особенно в контексте терапевтическо-
го применения, остается вопрос доставки редакторов в клетки и ткани, а также управляемой и без-
опасной экспрессии этих трансгенов. В настоящий момент существуют системы вирусной и неви-
русной доставки. В представленном обзоре мы рассмотрим структурные элементы невирусных
экспрессионных векторов на основе ДНК и РНК, используемых в генном редактировании, а также
способы доставки этих векторов in vitro и in vivo.
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ВВЕДЕНИЕ
На данный момент существуют три основных

варианта генетических редакторов ‒ это систе-
мы, основанные на использовании ZFN, TALEN
и CRISPR/Cas. Применение таких систем сопря-
жено с созданием векторов для экспрессии этих
белков. В настоящее время широкое применение
получили вирусные и невирусные экспрессион-
ные векторы. К невирусным относятся векторы
на основе ДНК, а также синтетических мРНК. В
общих чертах структура векторов на основе ДНК,
применяемых в редактировании генома, мало чем
отличается от векторов экспрессии других тера-
певтических рекомбинантных белков. В обоих
вариантах присутствуют такие структурные эле-
менты, как промоторы, энхансеры, поли(А)-по-
следовательности, селективные маркеры, сайт
инициации репликации и т.д. Отличия в структу-
ре касаются специфических элементов, необхо-
димых для функционирования редакторов гено-
ма и в каждой системе редактирования имеют
свои особенности. Так, в большинстве случаев с
последовательностью геномного редактора сли-
вают сигнал ядерной локализации, а векторы, не-
сущие системы CRISPR-Cas, содержат промото-

ры для РНК-полимераз типа II и III, поскольку
кроме белков необходимо получать гидовую (на-
правляющую) РНК.

Молекулы РНК также можно использовать в
качестве экспрессионного вектора для синтеза
терапевтических белков, в том числе для генети-
ческого редактирования клеточной ДНК, причем
такой способ доставки имеет ряд существенных
преимуществ перед ДНК-векторами. Так, при
использовании РНК вероятность интеграции
вектора или его частей в геном крайне мала, что
практически исключает события мутагенного ха-
рактера. Вторым существенным преимуществом
является то, что РНК в комплексе с липидными
наночастицами представляет собой биодегради-
руемый носитель. Еще один плюс РНК состоит в
том, что такому вектору не нужно сначала по-
пасть в ядро клетки – трансляция трансгена про-
исходит сразу после попадания в цитоплазму. На-
конец, транзиентный характер экспрессии транс-
гена с РНК также лучше поддается контролю, что
позволяет избежать чрезмерной продукции таких
трансгенов, как молекулы генных редакторов, и
снижает риск неспецифичного редактирования
генома клетки. Необходимо отметить и основные
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недостатки использования искусственных РНК-
носителей. Ограничения прежде всего обусловле-
ны нестабильностью РНК, а также высокой им-
муногенностью чужеродной РНК, что связано со
сформированными эволюцией механизмами
противовирусного иммунитета у эукариот.

Потенциал биомедицинского использования
синтетических мРНК был продемонстрирован в
1990 году в эксперименте по экспрессии разных
белков в клетках скелетных мышц мышей. Одна-
ко проблемы с вне- и внутриклеточной стабиль-
ностью, иммуногенностью РНК, а также слож-
ность масштабного производства затормозили
распространение использования синтетических
мРНК в терапевтических целях. В настоящее вре-
мя синтез одноцепочечных молекул РНК in vitro –
это широко распространенная лабораторная про-
цедура, которая активно используется как для
изучения РНК, так и для получения терапевтиче-
ских препаратов на основе РНК. Этот способ
применим для биохимического и молекулярного
анализа РНК, изучения РНК-белковых взаимо-
действий, а также для структурного анализа ком-
плексов, создания РНК-аптамеров, синтеза
функциональных мРНК для экспрессии и полу-
чения малых РНК, влияющих на экспрессию ге-
нов (например, направляющих РНК для генных
редакторов). Кроме того, синтезированные in vitro
РНК сыграли важную роль в разработке РНК-
вакцин и инструментов редактирования генома
CRISPR/Cas9, ZFN, TALEN, а также в создании
плюрипотентных стволовых клеток и методов ди-
агностики, основанных на амплификации РНК.

В данном обзоре мы рассмотрим основные
структурные элементы экспрессионных векторов
на основе ДНК и РНК, в том числе, используе-
мых в редактировании генов, а также способы их
доставки in vitro и in vivo.

СТРУКТУРНЫЕ ЭЛЕМЕНТЫ 
ЭКСПРЕССИОННЫХ ВЕКТОРОВ 

НА ОСНОВЕ ДНК ДЛЯ ДОСТАВКИ 
ГЕНОМНЫХ РЕДАКТОРОВ

Промоторы

Промотор – это нуклеотидная последователь-
ность, с которой специфически связывается ком-
плекс РНК-полимеразы, что приводит к инициа-
ции транскрипции нуклеотидной последователь-
ности, расположенной ниже промотора. В клетках
млекопитающих присутствуют несколько типов
РНК-полимераз, каждая из которых взаимодей-
ствует со специфическими промоторами. Чаще
всего исследователей интересуют промоторы, ко-
торые способны взаимодействовать с РНК-поли-
меразой II, поскольку именно эта полимераза от-
ветственна за синтез мРНК, с которых синтезиру-
ются полипептиды [1]. Функционирование любого

промотора осуществляется за счет взаимодействия
белков, входящих в состав РНК-полимеразы, с
определенными нуклеотидными мотивами в со-
ставе промотора. В структуре промоторов млеко-
питающих, взаимодействующих с РНК-поли-
меразой II, выделяют около 10 различных моти-
вов, из которых наиболее известны инициатор
и ТАТА-бокс, но помимо них есть еще МТЕ,
BREu, BREd, XCPE1 и другие [2]. Большинство
мотивов имеют фиксированное положение на
промоторе относительно точки старта тран-
скрипции, однако, например, CpG-островки мо-
гут располагаться в различных позициях. В строе-
нии промоторов важно как положение мотивов,
так и их состав. На основе этих двух параметров
промоторы делят на два типа: рассеянные и сфо-
кусированные. К рассеянному типу чаще всего
относятся промоторы, обеспечивающие экспрес-
сию генов домашнего хозяйства. В них часто отсут-
ствуют инициатор и ТАТА-бокс, но содержится
большое количество CpG-островков. Эти промото-
ры обеспечивают стабильную умеренную экспрес-
сию контролируемого гена. В качестве примера
можно рассмотреть промотор гена фосфоглицерат-
киназы человека (hPGK). Этот промотор содержит
большое количество CpG-островков, однако в нем
отсутствуют ТАТА-бокс и последовательность ини-
циатора. В промоторах сфокусированного типа,
напротив, чаще всего мало CpG-островков, но
присутствуют мотивы, обеспечивающие сильное
взаимодействие с комплексами РНК-полимера-
зы. Это, к примеру, инициатор и ТАТА-бокс [3].
В клетке такие промоторы обычно обеспечивают
экспрессию на высоком уровне в короткие сроки.
Промоторы этого типа часто встречаются в гено-
мах вирусов. К промоторам сфокусированного
типа относятся промотор вируса SV40 или промо-
тор гена EF1a человека. Поскольку при создании
векторов исследователи хотят добиться высокого
уровня экспрессии рекомбинантных белков, они
используют промоторы именно сфокусирован-
ного типа. На практике оказывается, что многие
такие промоторы имеют вирусную природу, к
примеру, промотор SV40 или цитомегаловируса
(CMV). Иногда возникает потребность в РНК-
продукте, структура которого отличается от
структуры мРНК. В частности, это необходимо
для получения направляющей РНК для системы
редактирования генома CRISPR/Cas. С этой це-
лью используют промотор, который взаимодей-
ствует с РНК-полимеразой III, например, промо-
тор U6 [4]. Помимо промоторов, обеспечиваю-
щих стабильную экспрессию, существуют и
индуцируемые промоторы. Промоторы этого ти-
па могут относиться как к рассеянным, так и к
сфокусированным, однако в состав такого про-
мотора входит регуляторный элемент, через кото-
рый и осуществляется контроль экспрессии [5]. В
качестве примера можно привести такую индуци-
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бельную систему, как Tet-On или термоиндуци-
бельный промотор Hsp70. Такие промоторы бы-
вают выгодными при цитотоксичности синтези-
руемого белка, или когда необходимо дать
клеточной культуре время для роста, прежде чем
экспрессировать целевой ген. Промоторы еще
одного типа, имеющие много общего с индуци-
бельными промоторами, это тканеспецифичные
промоторы, которые могут относиться как к рас-
сеянному, так и к сфокусированному типу, но
содержат мотив или мотивы, с которыми специ-
фически взаимодействует какой-либо белок. В
большинстве случаев таким белком является
тканеспецифичный фактор транскрипции. Из-
за того, что экспрессия гена под контролем таких
промоторов будет происходить строго в опреде-
ленном типе ткани, их применяют при генетиче-
ском редактировании in vivo [6]. В качестве при-
мера можно привести промотор SLPI, активный в
некоторых видах карцином и на низком уровне
обеспечивающий экспрессию гена ингибитора
секретируемой лейкопротеазы в печени. Промо-
торы бывают различной “силы”, т.е. определяют
разный уровень экспрессии гена. Они могут обес-
печивать как стабильную экспрессию генов, так и
экспрессию в определенном типе тканей под дей-
ствием некоего индуктора, имеют разный размер,
который может колебаться от сотен до тысяч нук-
леотидов – все эти параметры нужно подбирать,
исходя из потребностей эксперимента.

Энхансеры

Энхансеры увеличивают уровень экспрессии
гена за счет повышения локальной концентрации
транскрипционных факторов. Как и промоторы,
энхансеры осуществляют свою функцию, ис-
пользуя множество мотивов, которые привлека-
ют транскрипционные факторы. [7]. В геноме эн-
хансеры чаще всего находятся далеко от контроли-
руемого промотора, вплоть до того, что промотор и
энхансер могут располагаться на разных хромосо-
мах [8]. При этом за счет архитектуры ДНК эн-
хансеры находятся около подконтрольного про-
мотора, что является обязательным условием ра-
боты энхансера. Однако в векторах энхансеры
располагаются перед промотором. Эукариотиче-
ские энхансеры чаще всего имеют довольно боль-
шой размер, поэтому широкое применение нашли
вирусные варианты этих элементов, имеющие не-
большой размер. Так, широко используется энхан-
сер CMV [9], с которым сливают как вирусные, так
и эукариотические промоторы. Большинство век-
торов, используемых в настоящее время, содер-
жат энхансер, так как это позволяет повысить
уровень экспрессии целевого гена.

Нетранслируемые последовательности
Трансляция полипептида начинается с ини-

циаторного кодона (старт-кодона) AUG, но для
ее успешной инициации необходимо, чтобы
старт-кодон находился в определенном нуклео-
тидном окружении – в последовательности Ко-
зак. Этот мотив довольно консервативен: у выс-
ших эукариот он представлен последовательно-
стью GCC(A/G)CCATGG, особенно важными в
которой являются нуклеотиды в положении –3 и +4
[10]. Функционирование последовательности Ко-
зак осуществляется за счет взаимодействия с 40S
субъединицей рибосомы и факторами инициа-
ции трансляции. В процессе сканирования мРНК
рибосома задерживается на вторичной структуре,
образованной последовательностью Козак, что
повышает вероятность инициации трансляции
[11]. При создании вектора последовательность
Козак обязательно встраивают непосредственно
перед геном, поскольку без нее эффективность
трансляции будет значительно ниже. С 3′-конца
мРНК располагается поли(А)-хвост – последова-
тельность, которая значительно повышает ста-
бильность мРНК и эффективность трансляции.
Для синтеза поли(А) в составе мРНК в плазмиду
должен быть включен сигнал полиаденилирова-
ния – консервативная последовательность с мо-
тивом AATAAA, за которым следует GT-богатая
область. мРНК без поли(А)-хвоста подвергается
быстрой деградации клеточными нуклеазами, что
негативно влияет на общую эффективность экс-
прессии трансгена [12]. Поэтому включение в
экспрессионную кассету сигнала полиаденили-
рования после каждой белоккодирующей после-
довательности также является обязательным эта-
пом при создании вектора, экспрессирующего
рекомбинантный белок.

Селективный маркер
Селективный маркер помогает провести отбор

успешно трансформированных клеток. Зачастую
в качестве такого элемента используют гены
устойчивости к какому-либо антибиотику, это
позволяет быстро отобрать трансфицированные
клетки по принципу их выживаемости после до-
бавления соответствующего антибиотика в пита-
тельную среду. К тому же присутствие гена устой-
чивости к антибиотику позволяет убедиться, что
плазмида не будет элиминирована клеткой со
временем, поскольку при постоянном давлении
антибиотика клетке для выживания необходимо
экспрессировать ген устойчивости к антибиоти-
ку. В целях экономии места селективный маркер
можно экспрессировать в одной рамке считыва-
ния вместе с трансгеном, используя 2А пептид
или IRES-элемент [13]. Однако стоит учитывать,
что уровень экспрессии под контролем IRES-эле-
мента значительно ниже чем под контролем про-
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мотора. Помимо генов устойчивости, в качестве
маркера селекции в эукариотических клетках ис-
пользуют также флуоресцентные белки, такие
как GFP. В таком случае трансформанты отбира-
ют с помощью клеточных сортеров. Такой подход
уместен, когда необходимо временно экспресси-
ровать трансген, после чего желательно, чтобы
плазмида была элиминирована из клетки и в
дальнейшем не нагружала клеточный трансляци-
онный аппарат [14]. В частности, такой подход
используется при создании плазмид, несущих
генные редакторы. Свечение флуоресцентных
белков позволяет отобрать трансформанты, а ге-
нетические редакторы работают в течение корот-
кого срока, после чего плазмида утилизируется
путем деградации. Также в плазмидах присут-
ствует “бактериальная” часть, которая необходи-
ма для получения большого количества плазмиды
перед трансфекцией эукариотических клеток. В
бактериальной части в обязательном порядке при-
сутствует прокариотический селективный маркер,
чаще всего это ген устойчивости к ампициллину.
Этот ген позволяет культивировать клетки Esche-
richia coli на среде, содержащей ампициллин, и, что
важнее, удерживать плазмиду в клетке.

Сигнальный пептид
Зачастую бывает недостаточно просто экс-

прессировать целевой ген, необходимо обеспе-
чить секрецию белка из клетки или его поступле-
ние в компартмент, в котором он должен функци-
онировать. С этой целью используют сигнальные
пептиды, кодируемые 5'-концевым участком нук-
леотидной последовательности трансгена. В итоге
синтезированный белок доставляется в клеточный
компартмент, определяемый сигнальным пепти-
дом. Генетические редакторы обычно сливают с
сигналами ядерной локализации, вследствие чего
синтезированный редактор доставляется в клеточ-
ное ядро, где и проявляет свою активность [15].

Точка начала репликации
Еще один важный компонент бактериальной

части вектора – точка начала (ориджин) реплика-

ции. Это область, с которой начинается синтез
копий плазмиды в бактериальной клетке. По сути
это регуляторный участок, от которого зависит ко-
личество копий плазмиды в клетке: бывают низко-
копийные и высококопийные ориждины репли-
кации. Поскольку исследователям чаще всего не-
обходимо получить большое количество копий
плазмиды, широкое распространение получил вы-
сококопийный ориджин репликации ColE1 [16].

Использование экспрессионных векторов на основе 
ДНК для доставки геномных редакторов

Суммируя все сказанное, карту базового век-
тора для экспрессии рекомбинантных терапевти-
ческих белков можно схематично представить
следующим образом. Базовый вектор должен
иметь бактериальную часть, которая будет состо-
ять из ориджина репликации для получения боль-
шого количества копий плазмиды в E. coli и прока-
риотического селективного маркера устойчивости
вектора в клетках E. coli. В “эукариотической” ча-
сти вектора должны находиться слитые энхансер и
промотор, под контролем которого будет экспрес-
сироваться некий целевой белок. С 5′-конца по-
следовательности, кодирующей белок, должна
располагаться последовательность Козак, а с
3'-стороны – сигнал полиаденилирования с тер-
минатором. Если вектор предполагается использо-
вать in vitro, то необходим эукариотический селек-
тивный маркер, контролируемый вторым промото-
ром, такой как ген устойчивости к антибиотику,
поскольку этот маркер тоже является белком, необ-
ходимы также последовательности Козак и по-
ли(А) (рис. 1).

В качестве примера строения вектора, несуще-
го генетический редактор на основе ZFN, можно
рассмотреть векторы, представленные в работе
Zou J. и соавт. [17]. Предложенный ими вектор
содержит целевой ген – последовательность, коди-
рующую химерный белок, состоящий из домена
нуклеазы FokI и собственно цинковых пальцев, ко-
торые направят нуклеазу к нужному участку генома.
Кроме того, с 5′-стороны последовательности, ко-
дирующей белок, находится сигнал ядерной лока-
лизации. В качестве маркера селекции вектор со-

Рис. 1. Строение базового вектора для эукариотической экспрессии терапевтических белков. 1 – ориджин реплика-
ции; 2 – прокариотический селективный маркер; 3 – прокариотический промотор; 4 – эукариотический энхансер; 5,
9 – эукариотический промотор, специфически взаимодействующий с РНК-полимеразой II; 6, 10 – последователь-
ность Козак; 7 – ген целевого белка; 8, 12 – сигнал полиаденилирования; 11 – эукариотический селективный маркер.

Эукариотическая частьБактериальная часть

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
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держит ген устойчивости к бластицидину, обеспе-
чивающий быстрый отбор трансфицированных
клеток. В остальном это типичный вектор для син-
теза рекомбинантных белков (рис. 2а). Редакторы
могут быть направлены не только в клеточное яд-
ро, но и в митохондрии [18]. Поскольку компарт-
мент, в котором должно происходить редактиро-
вание, отличен от ядра, то с N-конца белка поме-
стили сигнал транспорта в митохондрии.
Синтезируемый белок поступал в митохондрии,
где проявлялась активность эндонуклеазы FokI.

Нацеливание на участок-мишень в техноло-
гии, основанной на использовании TALEN, обес-
печивали эффекторные ДНК-связывающие до-
мены, а расщепление осуществлял домен нукле-
азы FokI. Эффекторные ДНК-связывающие
домены – это небольшие, довольно консерватив-
ные участки, состоящие из 33–34 аминокислот-
ных остатков с вариабельными остатками в пози-
циях 12 и 13. Взаимодействие с ДНК происходит
за счет вариабельных аминокислот. Если не-
сколько таких узнающих доменов расположить
последовательно, то можно узнавать различные
мотивы в ДНК. Таким образом, в данном случае
синтезируется химерный белок, который состоит
из домена TALEN и нуклеазы FokI, соединенных
спейсером. Следовательно, вектор для экспрес-
сии генетического редактора на основе TALEN
также не будет отличаться от базового вектора,
определяющего синтез рекомбинантных белков,
поскольку весь редактор представляет собой один

большой белок [19] (рис. 2а). В качестве примера
можно рассмотреть работу Kim Y.H. и соавт., кото-
рые попытались с помощью генетического редакто-
ра на базе TALEN изменить набор антигенов на по-
верхности эритроидных клеток-предшественни-
ков, чтобы получить кровь универсальной I группы
из крови любой другой группы [20]. К нуклеотид-
ной последовательности, кодирующей TALEN,
присоединили сигнал ядерной локализации, в
остальном этот вектор можно назвать стандарт-
ным, за исключением одной особенности – в нем
отсутствует эукариотический селективный мар-
кер, но это обусловлено спецификой и требова-
ниями эксперимента. К недостаткам систем, ос-
нованных на ZFN и TALEN, относится слож-
ность создания узнающих доменов, а иногда и
невозможность подобрать модули для узнавания
нуклеотидной последовательности. Преимуще-
ством же является относительно небольшой раз-
мер вектора экспрессии.

В отличие от ZFN и TALEN генетический ре-
дактор на базе CRISPR/Cas представляет собой
комплекс, состоящий из эндонуклеазы Cas и на-
правляющей РНК. В этом и будет заключаться
основное отличие вектора экспрессии редактора
CRISPR/Cas [21]. Синтезируемая направляющая
РНК по структуре существенно отличается от
РНК, синтезируемых РНК-полимеразой II. В на-
правляющей РНК отсутствуют кеп и поли(А)-
хвост, характерные компоненты мРНК. Для син-
теза такой РНК необходимо использовать РНК-

Рис. 2. Строение векторов для экспрессии генетических редакторов в эукариотических клетках. а – Векторы экспрес-
сии для редактирования генома с использованием ZFN и TALEN очень похожи, отличается лишь элемент 8. Так, в
первом случае нацеливание осуществляется цинковыми пальцами, а во втором – эффекторным ДНК-связывающим
доменом. 1 – ориджин репликации; 2 – прокариотический селективный маркер; 3 – прокариотический промотор; 4 –
эукариотический энхансер; 5, 11 – эукариотический промотор, специфически взаимодействующий с РНК-полимера-
зой II; 6, 12 – последовательность Козак; 7 – сигнальный пептид ядерной локализации; 8 – цинковые пальцы/эффек-
торный ДНК-связывающий домен; 9 – эндонуклеаза FokI; 10, 14 – сигнал полиаденилирования; 13 – эукариотиче-
ский селективный маркер; б – 1 – ориджин репликации; 2 – прокариотический селективный маркер; 3 – прокарио-
тический промотор; 4 – эукариотический энхансер; 5, 10 – эукариотический промотор, специфически
взаимодействующий с РНК-полимеразой II; 6, 11 – последовательность Козак; 7 – сигнальный пептид ядерной лока-
лизации; 8 – белок Cas, обладающий эндонуклеазной активностью; 9, 13 – сигнал полиаденилирования; 12 – эукари-
отический селективный маркер; 14 – промотор U6, специфически взаимодействующий с РНК-полимеразой III; 15 –
последовательность направляющей РНК.
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полимеразу III, следовательно, в состав вектора
должен входить промотор, который способен вза-
имодействовать с такой полимеразой. Наиболее
часто используется промотор U6 человека [22]. В
остальном же состав вектора будет таким же, как
у типового вектора, используемого для синтеза
рекомбинантных белков (рис. 2б). В качестве
примера можно рассмотреть вектор из исследова-
ния, выполненного Gabriel C.H и соавт. [23]. В
этой работе редактор на базе CRISPR/Cas ис-
пользовали для получения нокаутов генов. В ка-
честве селективного маркера использовали GFP,
который экспрессировали с той же рамки считы-
вания, что и белок Cas9. Для получения двух бел-
ков между Cas9 и GFP поставили 2А пептид. Еще
одно отличие состоит в том, что промотор, под
контролем которого экспрессировали Cas9, не
был слит с энхансером, вместо этого после про-
мотора находился интрон. Этот элемент также
может усилить экспрессию целевого продукта.

Таким образом, можно сказать, что помимо
стандартных элементов в состав экспрессионного
вектора могут входить различные функциональ-
ные элементы. Если необходимо поместить плаз-
мидную ДНК в вирусные частицы, то вектор дол-
жен содержать участки, с которыми специфически
взаимодействует вирусный капсид. Экспрессия
трансгена может модулироваться также путем
включения каких-либо регуляторных элементов. В
конечном итоге выбор элементов зависит либо от
требований эксперимента, либо от области терапев-
тического применения генного редактирования.

СТРУКТУРНЫЕ ЭЛЕМЕНТЫ 
СИНТЕТИЧЕСКИХ мРНК ДЛЯ ДОСТАВКИ 

ГЕНОМНЫХ РЕДАКТОРОВ

Структура природных мРНК

мРНК, синтезируемая в ядре, подвергается
различным модификациям, после чего она транс-
лируется в цитоплазме. После модификации 5'- и
3'-концов мРНК становится функционально ак-
тивной. Транскрибируемая мРНК подвергается
сплайсингу, а также двум значительным модифи-
кациям. К первому трифосфату с 5'-конца пре-
мРНК через особую 5'-5'-связь добавляется 7-ме-
тилгуанозин и образуется структура, известная
как кеп. Эта структура защищает зрелую мРНК от
деградации, а также способствует ядерному
транспорту и эффективной трансляции. Вторая
модификация – посттранскрипционное добавле-
ние на 3'-конец молекулы РНК поли(A)-хвоста
примерно из 100–250 остатков аденозина. Добав-
ление поли(A)-хвоста придает стабильность мо-
лекуле мРНК, способствует экспорту мРНК в ци-
тозоль и вместе со структурой 5'-кепа участвует в
образовании трансляционно-компетентного ри-
бонуклеопротеинового комплекса. Зрелая мРНК

образует кольцевую структуру (замкнутую пет-
лю), соединяя кеп с поли(А)-хвостом через кеп-
связывающий белок eIF4E (эукариотический
фактор инициации трансляции 4E) и поли(А)-
связывающий белок (PABP), которые взаимодей-
ствуют с eIF4G (эукариотический фактор ини-
циации трансляции 4G). Таким образом, основ-
ные требования к функциональной мРНК – это
наличие кепа (7-метилгуанозина) на 5'-конце и
поли(A)-хвоста на 3'-конце [24].

Транскрипция и кепирование синтетических мРНК
Транскрипция – один из основных биологи-

ческих процессов, формирующих центральную
догму молекулярной биологии. ДНК-зависимые-
РНК-полимеразы, которые осуществляют эту
стадию передачи генетической информации, рас-
пространены во всех формах жизни. Как прави-
ло, эти ферменты представляют собой сложные
мультисубъединичные комплексы, которые осу-
ществляют транскрипцию генов прокариот и эу-
кариот in vivo. In vitro мРНК синтезируют с ис-
пользованием полимераз бактериофагов (T7, T3 и
SP6) – односубъединичных ферментов, для ак-
тивности которых требуются только ионы Mg2+.
Матрицей для транскрипции in vitro выступает
молекула ДНК (ПЦР-фрагмент или линеаризо-
ванная плазмида), которая содержит последова-
тельность соответствующего промотора. Далее
фермент синтезирует комплементарную молеку-
лу РНК, по окончании процесса транскрипцион-
ный комплекс диссоциирует, так что ДНК-мат-
рица и фермент могут повторно использоваться в
реакции. Благодаря этому процессу выход синте-
тической мРНК может достигать миллиграммо-
вых количеств. После транскрипции РНК обра-
батывают ДНКазой I для удаления ДНК-матрицы
и очищают перед кепированием. Этот метод поз-
воляет с высоким выходом получить РНК с 5'-три-
фосфатными концами, которые далее необходи-
мо преобразовать в кеп-структуры [25].

Для эффективной трансляции синтетической
мРНК необходимы кеп и поли(А)-хвост, харак-
терные для зрелой мРНК, которые могут быть до-
бавлены во время или после синтеза РНК в отдель-
ных реакциях, катализируемых кепирующими фер-
ментами и поли(А)-полимеразой соответственно
(рис. 3). Дополнительно в искусственные молеку-
лы РНК могут быть включены модифицированные
внутренние основания, а также модифицирован-
ные кеп-структуры – все это повышает стабиль-
ность и трансляционную активность итоговой мо-
лекулы. В зависимости от выбранной стратегии
кепирования используют два варианта реакции
транскрипции in vitro: стандартный синтез с фер-
ментативным кепированием после реакции тран-
скрипции (посттранскрипционное кепирование)
или включение аналога кепа в ходе транскрипции
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(котранскрипционное кепирование). Стратегии
синтеза мРНК in vitro зависят от желаемого мас-
штаба синтеза.

Посттранскрипционное кепирование мРНК
часто выполняется с использованием ферментов
вируса осповакцины. Этот ферментный ком-
плекс превращает 5'-трифосфатные концы тран-
скриптов in vitro в структуры m7G-кеп. Система
кепирования вируса осповакцины включает три
активности (РНК-трифосфатаза, гуанилилтранс-
фераза, гуанин-N7-метилтрансфераза), которые
необходимы для образования полной структуры
кеп 0 (m7Gppp5'N) с помощью GTP и донора ме-
тильной группы S-аденозилметионина. Допол-
нительно в ту же ферментативную реакцию мож-
но включить 2'-O-метилтрансферазу, которая
приводит к образованию структуры кеп 1, благо-
даря метилированию 2'-О-позиции следующего
за кепом нуклеотида, что является природной мо-
дификацией многих эукариотических мРНК [26].

При котранскрипционном кепировании ана-
лог кепа встраивается в РНК как первый нуклео-
тид синтезируемой молекулы. Аналог кепа вво-
дится в реакцию транскрипции вместе с четырь-
мя стандартными нуклеозидтрифосфатами в
оптимизированном соотношении аналога кепа и
GTP, равном 4 : 1. Это позволяет инициировать
образование значительного числа кеп-содержа-
щих транскриптов среди синтезируемых молекул
РНК. В результате образуется смесь транскрип-
тов, из которых ~ 80% кепированы, а остальные
имеют 5'-трифосфатные концы. Снижение обще-
го выхода продуктов РНК обусловлено более низ-
кой концентрацией GTP в реакции. При котран-
скрипционном кепировании используются син-
тетические аналоги кепа. Существует несколько
аналогов, используемых для котранскрипцион-
ного кепирования РНК. Наиболее распростране-
ны стандартный аналог кепа – 7-метилгуанозин
(m7G) и симметричный аналог кепа (ARCA), так-
же известный как 3'-O-me-7-meGpppG. Стан-
дартный аналог кепа m7G можно встроить в моле-
кулу РНК как в прямой, так и в обратной ориента-
ции, что значительно снижает общий уровень
трансляции такого препарата мРНК. ARCA мети-
лирован по 3'-положению m7G, что позволяет
встраивать этот аналог кепа только в прямой ори-
ентации и получать пул кепированных мРНК,
трансляционная активность которых составляет

100%. Выход продуктов такой реакции ниже, чем
в реакции транскрипции без синтетических ана-
логов кепа. Кеп-структуру ARCA можно конвер-
тировать в структуру кеп 1, используя кеп-зависи-
мую 2'-O-метилтрансферазу и S-аденозилметио-
нин в последующей ферментативной реакции
[27]. Также необходимо отметить, что получен
ряд других синтетических аналогов кепа с улуч-
шенными свойствами, в том числе, аналог кепа 1
компании “Trilink Biotechnol.” (США).

Модифицированные нуклеотиды и оптимизация 
нуклеотидного состава синтетических мРНК

Природные РНК, как правило, подвергаются
созреванию не только с 5'- и 3′-концов, но и при
помощи модификации отдельных нуклеотидов
внутри молекулы. Использование модифициро-
ванных аналогов нуклеотидов в составе синтети-
ческих мРНК рассматривается как наиболее эф-
фективный способ избегания активации клеточ-
ных сенсоров (TLR3, TLR7, TLR8, PKR), которые
запускают иммунный ответ на чужеродную РНК
(как правило, вирусную). Это означает, что син-
тез РНК in vitro можно проводить со смесью мо-
дифицированных нуклеотидов вместо обычной
смеси трифосфатов A, G, C и U. Чаще всего ис-
пользуют такие модифицированные нуклеотиды,
как встречающийся в природе 5'-метилцитидин
и/или псевдоуридин (а также N1-метилпсевдоури-
дин), вместо C и U соответственно [28]. Показано,
что это решение значительно влияет на стабиль-
ность мРНК в клетке, а также на эффективность
трансляции и снижение клеточного иммунного от-
вета на такую РНК, что особенно важно в ряде тера-
певтических приложений мРНК, например, в за-
дачах генного редактирования, заместительной
белковой терапии или дифференцировки стволо-
вых клеток при помощи кодируемых мРНК тран-
скрипционных факторов. Так, экспрессия генно-
го редактора ZFN с синтетических мРНК, содер-
жащих модифицированные нуклеотиды, в тканях
легких мыши была значительно выше, чем с не-
модифицированной мРНК [29]. Важно отметить,
что выбор нуклеотидов может влиять на общий
выход реакций синтеза мРНК in vitro. Практиче-
ски можно получать мРНК с нужной модифика-
цией. Транскрипты с полной заменой одного или
нескольких нуклеотидов могут быть кепированы

Рис. 3. Структура синтетической мРНК. 1 – кеп-структура; 2 – 5'-нетранслируемая область; 3 – открытая рамка счи-
тывания, кодирующая трансген; 4 – 3'-нетранслируемая область; 5 – поли(А)-хвост.

1 2 3 4 5
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посттранскрипционно или котранскрипционно
путем включения ARCA или другого аналога ке-
па. Необходимо отметить также важность хрома-
тографической очистки итоговых мРНК при по-
мощи для минимизации неспецифичного им-
мунного ответа [30]. Еще один фактор,
влияющий на эффективность трансляции синте-
тической РНК – оптимизация состава кодонов
трансгена с учетом как организма, так и типа тка-
ней и клеток. В ходе такой оптимизации отдель-
ные редкие кодоны замещаются синонимичны-
ми, которые транслируются эффективнее. Чаще
всего это приводит к усилению трансляции и ста-
бильности РНК, но такой подход не всегда подхо-
дит для терапевтических белков. В некоторых
случаях для корректного фолдинга белков, коди-
руемых синтетическими мРНК, необходимо сни-
жение скорости трансляции на определенных
участках последовательности, поэтому значение
оптимизации кодонов в таких ситуациях неодно-
значно [31].

5'- и 3'-нетранслируемые области 
синтетических мРНК

Стабильность и трансляционную активность
мРНК в клетке во многом определяют 5'- и 3′-не-
транслируемые области (UTR). Эти регулятор-
ные области фланкируют кодирующую последо-
вательность мРНК трансгена. Они содержат раз-
личные мотивы и вторичные структуры, которые
определяют стабильность мРНК, а также распо-
знавание мРНК рибосомами и взаимодействие с
компонентами трансляционного аппарата [32].
Включение таких последовательностей в состав
синтетической мРНК может улучшить трансля-
цию и стабильность мРНК. Многие UTR, кото-
рые усиливают трансляцию мРНК, являются
природными. Так, например, UTR мРНК альфа-
и бета-глобинов широко используются для созда-
ния синтетических мРНК. Более того, стабилизи-
рующий эффект можно усилить, расположив по-
следовательно две копии 3'-UTR мРНК бета-гло-
бина. Аналогичные эффекты на синтетические
мРНК оказывают UTR мРНК белка теплового
шока 70 человека, альбумина, а также белков аль-
фавирусов [33].

В качестве альтернативы природным UTR
можно использовать синтетические UTR, разра-
ботанные в лаборатории. Так, de novo сконструи-
рована последовательность 5'-UTR длиной всего
лишь 14 нуклеотидов, которая обеспечивает уро-
вень экспрессии, сопоставимый с уровнем 5'-UTR
альфа-глобина человека [34]. Современные
скрининговые технологии позволяют экспери-
ментально отбирать UTR с улучшенными свой-
ствами [35].

Поли(A)-хвост синтетических мРНК
Полиаденилированный 3'-концевой участок

мРНК, так называемый поли(А)-хвост, – это
важный структурный элемент, определяющий про-
должительность жизни молекул мРНК. Несмотря
на ряд исключений, поли(А)-хвосты большинства
природных молекул мРНК в клетках млекопита-
ющих имеют длину до 250 нуклеотидов, и они по-
степенно укорачиваются в течение всего времени
жизни мРНК в клетке. Кроме того, поли(А)-хвост
играет важную роль в трансляции, а именно, в об-
разовании трансляционно-активного комплекса
мРНК с факторами трансляции [36]. Поскольку
размер “хвоста” влияет на стабильность мРНК,
предотвращая ее 3'-экзонуклеазную деградацию,
то в синтетические мРНК желательно включать
поли(А)-хвосты длиной примерно 100–120 нук-
леотидов. Экспериментально показано, что если
длина поли(А)-хвоста превышает 120 нуклеоти-
дов, то это приводит к существенному увеличе-
нию событий рекомбинации с участием этой по-
следовательности в клетках бактерий. В итоге это
влияет на стабильность плазмиды, которая исполь-
зуется как матрица для синтеза мРНК in vitro, и сни-
жает выход при наработке плазмиды в бактериаль-
ной культуре. Полиаденилирование мРНК in vitro
можно осуществлять либо путем ферментатив-
ного добавления поли(А)-хвоста к кепирован-
ной мРНК с использованием рекомбинантной
поли(А)-полимеразы, либо путем кодирования
этой последовательности в плазмидном векторе
[25]. Полиаденилирование при помощи отдель-
ного фермента добавляет лишнюю стадию в про-
цесс синтеза мРНК, а также не дает возможности
точно контролировать количество включенных
нуклеотидов во всех молекулах в ходе реакции. По-
этому второй подход, при котором поли(А)-хвост
кодируется плазмидой, больше подходит для про-
мышленного производства терапевтических мРНК.

Использование синтетических мРНК 
для доставки геномных редакторов

Безопасная невирусная доставка геномных ре-
дакторов открывает новые перспективы для тера-
певтического применения генного редактирования
терапевтических мРНК хорошо зарекомендовала
себя во время пандемии COVID-19. Комбинация
мРНК и липидных наночастиц обеспечивает без-
опасную экспрессию антигенных или терапевтиче-
ских белков in vivo, что подтверждается результата-
ми клинических и доклинических испытаний. За
последние годы проведены успешные экспери-
менты по геномному редактированию с исполь-
зованием синтетических мРНК. Так, проведено
редактирование гена транстиретина (Ttr) в пече-
ни мышей, которое привело к снижению уровня
сывороточного белка TTR более чем на 97% [37].
В этой работе использовали оригинальную систе-
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му доставки, основанную на липидных наноча-
стицах, что позволило провести одновременную
упаковку мРНК, кодирующих Cas9, вместе с на-
правляющими РНК [37]. Внутривенная совмест-
ная доставка мРНК Cas9 и направляющей РНК
приводила к редактированию ДНК в тканях пече-
ни, почек и легких у мышей [38]. Использование
наночастиц другого состава обеспечило эффек-
тивное высвобождение РНК внутри клеток бла-
годаря восстановительной среде. Показан эффек-
тивный нокаут репортерного гена в клетках эм-
бриональной почки, накопление внутривенно
вводимых наночастиц с мРНК в тканях печени, а
также успешный нокаут гена-мишени (до 20% от
уровня в сыворотке) [39]. Недавно возможности
генного редактирования с применением РНК-
платформы доставки были показаны на примере
коррекции мышечной дистрофии в клетках
мышц, полученных от широкого круга доноров.
Подтверждена безопасность доставки генных ре-
дакторов при помощи платформы синтетических
РНК с точки зрения встраивания трансгена в ге-
ном, а также показана высокая эффективность
редактирования с возможностью дозирования
активности SpCas9 [40]. Показан терапевтиче-
ский потенциал доставки генных редакторов с
помощью липидных наночастиц с синтетически-
ми РНК: нокдаун гена Angptl3 в печени мыши,
проведенный с целью снижения уровня белка
ANGPTL3, привел к снижению уровня липидов в
крови и коррекции гиперхолестеринемии. Отме-
чена существенная длительность терапевтиче-
ского эффекта (до 100 дней после единичной инъ-
екции) и отсутствие неспецифичного редактиро-
вания в нескольких наиболее возможных местах,
а также гепатотоксичности [41].

СПОСОБЫ ДОСТАВКИ ВЕКТОРОВ 
ЭКСПРЕССИИ НА ОСНОВЕ ДНК 

И РНК in vitro И in vivo

Для успешного применения средств геномно-
го редактирования необходимы не только пра-
вильно сконструированные векторы экспрессии,
но и эффективные безопасные способы доставки
носителей генетической информации внутрь кле-
ток in vitro, либо к тканям определенного типа
in vivo. Эти способы разделяются на три главных
вида (табл.1). Первый вид – биологическая до-
ставка, к которой относится трансфекция в со-
ставе вирусных векторов либо вирусоподобных
частиц. Второй способ – использование физиче-
ских методов трансфекции. Наконец, третий вид –
это химические методы трансфекции. В данном
обзоре мы не касаемся вирусных векторов до-
ставки трансгенов, поэтому остановимся только
на физических и химических способах трансфек-
ции экспрессионных векторов на основе нуклеи-
новых кислот.

Физические методы трансфекции

Электропорация. Электропорация, или же
электротрансфекция – наиболее распространен-
ный физический метод трансфекции. Традици-
онно электротрансфекцию проводят in vitro в кю-
вете на клетках в суспензии, однако этот метод
применим и in vivo. Клеточная взвесь с интересу-
ющей плазмидной ДНК или мРНК помещается
между двумя электродами. Через среду с клетка-
ми подается серия коротких электрических им-
пульсов, что приводит к резкому изменению на-
пряжения на клеточной мембране, достигающе-
му критического порога (между 250 и 500 мВ), и
возникновению пор в клеточной мембране, через
которые нуклеиновая кислота проникает в цито-
золь. Под действием электрического поля ДНК и
РНК движутся от анода к катоду [42]. Что инте-
ресно, более крупные поры в клеточной мембране
образуются со стороны, обращенной к аноду, что
также способствует проникновению довольно
крупных молекул нуклеиновых кислот в клетку.
После того как электрические импульсы прекраща-
ются, поры постепенно релаксируют и закрывают-
ся. Электротрансфекция – весьма эффективный
метод доставки ДНК и РНК, однако при проведе-
нии этой процедуры гибнет большое число кле-
ток. Также следует отметить различия в эффек-
тивности трансфекции разных клеточных линий,
классическим вариантом трансфекции можно
модифицировать именно взвесь клеток, т.е. адге-
зированные клетки модифицировать не удается.
Однако недавно Maschietto и соавт. предложили
способ электротрансфекции, обходящий это
ограничение [43]. Предложено использовать для
культивирования клеток планшеты, дно которых
покрыто микроэлектродами. Планшеты представ-
ляют собой чипы для электропорации, в которые
интегрированы массивы из тонкопленочных ем-
костных микроэлектродов. Каждый отдельный
микроэлектрод представляет собой восьмиуголь-
ную структуру, образованную высокопроводя-
щим кремнием p-типа, покрытую слоем оксида
кремния толщиной 15 нм. Клетки растут на по-
верхности этих электродов, что позволяет ис-
пользовать значительно более низкие токи, не те-
ряя при этом в эффективности трансфекции.
Утверждается, что эффективность трансфекции
клеток CHO-K1 в этом случае достигает 60–80%,
при этом высокий уровень смертности клеточной
культуры после процедуры не наблюдался. Уда-
лось также трансфицировать уже дифференциро-
ванные нейроны после 6 дней культивирования,
хотя и с низкой эффективностью, составившей
~10%. Для применения этого подхода in vivo при-
шлось разработать ряд электродов, пригодных
для использования в условия в различных органах
и тканях [44]. В целом этот метод хорошо принят
для использования в клинических условиях из-за
его простоты и относительно небольшого коли-
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чества побочных эффектов. С использованием
электропорации Kawasaki и соавт. смогли доста-
вить генетический редактор CRISPR/Cas внутри-
утробно [45]. Таким образом, на данный момент
трансфекция посредством электропорации явля-
ется весьма эффективным и дешевым способом
доставки нуклеиновых кислот в клетки как in vi-
tro, так и in vivo, ограниченным лишь доступно-
стью соответствующей аппаратуры.

Генная пушка: принцип работы и применение.
Как и электропорация, этот подход применим
для доставки как плазмидных ДНК, так и мРНК.
Изначально этот метод применяли для модифи-
кации растительных клеток, но его потенциал го-
раздо шире. С использованием генной пушки
можно модифицировать различные типы клеток
как in vitro, так и in vivo. Метод основан на бом-
бардировке клеток разогнанными до высоких
скоростей комплексами из частиц тяжелых ме-
таллов размером около 1 мкм, покрытых нуклеи-
новыми кислотами. Сначала использовали части-
цы вольфрама, но этот металл токсичен для кле-
ток, поэтому его часто заменяют на биологически
инертные частицы золота [46]. Ускорение части-
цам можно придавать разными способами, на
данный момент наиболее распространен разгон
за счет короткого импульса инертного газа, к
примеру гелия. Разогнанные частицы пробивают
мембрану клетки и доставляют генетический ма-
териал в различные ее части. Нуклеиновые кис-
лоты могут попасть как в цитозоль, так и в ядро
или другие органеллы. С помощью этого подхода
можно модифицировать пластиды и митохон-
дрии. Главными ограничениями при применении
биолистики для трансфекции in vivo являются
размер самого оборудования и глубина проник-
новения частиц в организм. Этот подход может
использоваться преимущественно для трансфек-
ции эпителиальных и подкожных мышечных тка-
ней в виду их доступности [47]. К главным пре-
имуществам этого метода относятся его высокая
эффективность, возможность доставки несколь-
ких плазмид или мРНК одновременно, широкий
спектр объектов модификации, возможность мо-
дификации уже дифференцированных и расту-
щих в адгезионной культуре клеток. Но есть и ряд
недостатков. Первый – высокая стоимость самой
генной пушки, при относительно дешевой даль-
нейшей эксплуатация. Второй существенный не-
достаток – это высокая клеточная смертность во
время процедуры переноса, однако, как сообща-
ют O’Brien и Lummis, использование более низ-
кого давления импульса (порядка 345 кПа) значи-
тельно снижает степень повреждения клеток [48].
Метод доставки с использованием генной пушки
продолжает развиваться. К важным преимуще-
ствам этого метода относится универсальность,
применимость к клеткам разного типа, при этом его
использование сдерживается высокой стоимостью

оборудования. Вероятно, снижение стоимости
привлечет к этому методу больше внимания.

Сонопорация для доставки ДНК и РНК in vitro и
in vivo. В методе сонопорации перенос нуклеино-
вых кислот осуществляется за счет воздействия
на клетки ультразвуковыми волнами. В результа-
те воздействия ультразвука возникают такие эф-
фекты, как кавитация, радиационное давление и
микропотоки. Кавитация, т.е. возникновение и
схлопывание микропузырьков воздуха, имеет
очень высокое локальное давление и повышение
температуры, что приводит к нарушению целост-
ности клеточной мембраны, если пузырек схло-
пывается у поверхности клетки. В эти образовав-
шиеся поры и проникает нуклеиновая кислота
под воздействием остальных эффектов, возника-
ющих в процессе обработки низкочастотным уль-
тразвуком [49]. Описан также способ доставки
плазмидной ДНК с использованием комбинации
сонопорации и микрофлюидных технологий, в
дальнейшем названной методом акустофлюид-
ной сонопорации. Как заявляют разработчики
Belling и соавт., этот метод позволяет проводить
трансфекцию с высокой скоростью и на большом
количестве клеток. В методе акустофлюидной со-
нопорации смесь клеток и плазмидной ДНК про-
пускают через капилляр, в котором и происходит
обработка ультразвуком. Исследователи, рабо-
тавшие с клеточной линией Jurkat, сообщают, что
им удалось добиться скорости трансфекции око-
ло 200000 клеток/мин и при этом жизнеспособ-
ность клеток после процедуры составляла около
80% [50]. Этот метод является эффективным и до-
ступным аналогом физических методов транс-
фекции, хотя отмечается, что необходимо изучать
последствия воздействия ультразвука на клетки,
особенно на клеточное ядро, которое также под-
вержено локальным повреждениям в результате
кавитации. Сонопорация применяется также для
трансфекции in vivo, однако ее эффективность с
этом случае значительно ниже, чем in vitro. Тем не
менее, использование этого подхода позволило
успешно доставить генетический редактор на ба-
зе CRISPR/Cas для лечения облысения по муж-
скому типу. Исследователи направили генетиче-
ский редактор на ген SRD5A2, для доставки исполь-
зовали комбинацию нанолипосомных частиц в
качестве переносчика и сонопорации в качестве
“активатора” частиц. Под действием кавитации
частички лопались и доставляли плазмидные век-
торы непосредственно в клетки волосяных луко-
виц [51].

Фототрансфекция. Трансфекция с помощью
лазера осуществляется за счет локального разру-
шения клеточной мембраны. Пучок лазера фоку-
сируется под микроскопом на клеточной мембра-
не в области 1–2 мкм, после чего подается серия
кротких высокоинтенсивных импульсов, что
приводит к локальному разрушению мембраны.
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При этом плазмидная ДНК из питательной среды
проникает в клетку [52]. Продолжительность из-
лучения исчисляется в фемтосекундах, использу-
емая длина волны может значительно различать-
ся и зависит, как правило, от имеющейся аппара-
туры, а мощность рекомендуют использовать в
диапазоне 50–100 мВт [53]. Однако метод имеет
невысокую эффективность трансформации, по-
рядка 25%, а также значительно более низкую
пропускную способность в сравнении с ранее
рассмотренными методами и подходит, скорее,
для точечной трансфекции. Из преимуществ
можно отметить применимость метода к клеткам,
растущим и в суспензии, и в адгезионной культу-
ре. Также отмечают низкую цитотоксичность
данного подхода, что может быть важным при
трансфекции одиночных клеток [54].

Химические методы трансфекции
Трансфекция с использованием фосфата кальция.

Трансфекция с использованием фосфата кальция
это один из первых методов трансфекции клеток
in vitro [55]. В основе метода лежит поглощение
клетками комплексов, состоящих из плазмидной
ДНК и фосфата кальция. Эти комплексы получа-
ют, смешивая CaCl2 с ДНК, после чего добавляют
буфер, содержащий соединения фосфора, напри-
мер HEPES [56]. Образуются выпадающие в оса-
док комплексы, состоящие из фосфата кальция и
плазмидной ДНК. Далее эти комплексы добавля-
ют к клеткам, которые адсорбируют их из пита-
тельной среды. Главные преимущества этого ме-
тода – его простота и дешевизна. К минусам отно-
сится относительно низкая эффективность
трансфекции, особенно дифференцированных
клеток, и относительно высокий уровень цитоток-
сичности, а также применимость исключительно
in vitro [57]. Метод был предложен в 70-х годах
прошлого века, но до сих пор широко применяет-
ся и даже предпринимаются попытки оптимиза-
ции этого метода для повышения его эффектив-
ности [58].

Трансфекция с использованием поли-L-лизина.
Этот метод также основан на создании комплек-
сов нуклеиновых кислот и носителя, которые по-
глощаются клеткой. В качестве носителя выступает
полимер, состоящий из остатков аминокислоты ли-
зина. Молекула, состоящая из ~10 остатков этой
аминокислоты, имеет положительный заряд, за
счет которого и образует комплексы с отрица-
тельно заряженными молекулами нуклеиновых
кислот. Комплекс из поли-L-лизина и нуклеино-
вой кислоты также имеет суммарный положи-
тельный заряд, посредством которого взаимодей-
ствует с клеточной мембраной. В таком “класси-
ческом” варианте этот способ доставки ДНК
имеет ряд недостатков. Во-первых, такие микро-
частицы поглощаются лизосомами, где подверга-

ются деградации, что негативно сказывается на
общей эффективности трансфекции. Во-вторых,
сам комплекс поли-L-лизина имеет выраженную
цитотоксичность [59]. Однако эти недостатки
можно компенсировать, используя дополнитель-
ные агенты. Так, добавление такого эндосомоли-
тического агента, как глицерин, в клеточную сре-
ду до проведения трансфекции решает проблему
высвобождения комплексов поли-L-лизина из
эндосом. А модификация поли-L-лизина с помо-
щью PLGA (полилактидкогликолид) снижает ци-
тотоксичность и увеличивает общую эффектив-
ность трансфекции. При необходимости можно
нацеливать комплексы поли-L-лизина на опре-
деленные типы клеток, присоединяя к полимеру
сигнальные последовательности для связывания
с поверхностными клеточными рецепторами. Та-
ким же образом в некоторых работах решают про-
блему поглощения комплекса поли-L-лизина эн-
досомами [60]. Одно из главных преимуществ
этого метода состоит в том, что его легко модифи-
цировать под нужды экспериментатора и приме-
нять как in vivo, так in vitro. Однако этот метод
обеспечивает не самый высокий уровень транс-
фекции. Кроме того, образующиеся комплексы
имеют разный размер, что также может сказы-
ваться на эффективности трансфекции.

Трансфекция с использованием полиэтиленими-
на. Полиэтиленимин (ПЭИ) – это полимер, име-
ющий высокий катионный потенциал за счет
большого количества аминогрупп. Можно синте-
зировать молекулы ПЭИ, имеющие как линей-
ную, так и разветвленную структуру [61], задан-
ного размера и с различными модификациями.
При добавлении отрицательно заряженной нук-
леиновой кислоты ПЭИ образует с ней комплек-
сы, которыми впоследствии и проводят транс-
фекцию. Взаимодействие с отрицательно заря-
женной клеточной мембраной обусловлено
суммарным положительным зарядом комплекса.
В отличие от комплексов поли-L-лизина, ком-
плексы ПЭИ достаточно легко покидают эндосо-
мы за счет эффекта буферизации или “протонной
губки” [62]. Вcе это приводит к высокой эффектив-
ности трансфекции, что является главным достоин-
ством данного метода. Главный недостаток ПЭИ –
его цитотоксичность, которая прямо пропорцио-
нальна размеру частиц комплексов и эффектив-
ности трансфекции. Для снижения цитотоксич-
ности в состав комплексов вводят нейтральные
гидрофильные сополимеры, такие как полиэти-
ленгликоль [63]. Трансфекция с применением
ПЭИ нашла широкое применение в приложении
in vitro как эффективный подход к доставке транс-
гена, но для доставки генетического материала in
vivo этот подход мало пригоден.

Трансфекция с использованием хитозана. Хито-
зан – полимерный полисахарид, состоящий из
повторяющихся единиц D-глюкозамина и N-аце-
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Таблица 1. Cпособы доставки векторов экспрессии на основе ДНК и РНК in vitro и in vivo

Примечание. НК – нуклеиновая кислота.

Метод Принцип Преимущества Недостатки

Электро-
порация

Проникновение НК проис-
ходит под воздействием 
серии коротких электриче-
ских импульсов

Простота проведения процедуры; 
низкая стоимость;
широкий выбор электродов;
может быть применена как 
in vitro, так и in vivo

Требуется специализированное 
оборудование;
процедура сопровождается 
повреждением клеток/тканей

Биолистика Частицы металла, покрытые 
молекулами НК разгоняют 
за счет импульса инертного 
газа, после чего частицы 
металла пробивают клеточ-
ную мембрану

Высокая эффективность транс-
фекции;
возможность одновременной 
доставки разных векторов;
широкий спектр объектов моди-
фикации;
применимость in vivo и in vitro

Высокая стоимость генной пушки 
и последующей эксплуатации;
высокий уровень повреждения 
клеток в результате процедуры 
трансфекции;
в условиях in vivo доступно ограни-
ченное количество тканей

Сонопорация Перенос НК за счет воздей-
ствия на клетки ультразву-
ковыми волнами

Высокая скорость и эффектив-
ность трансфекции в условиях 
in vitro; высокая выживаемость 
клеток;
применимость in vivo и in vitro

Наличие аппаратуры;
ограниченность применения 
и более низкая эффективность 
в условиях in vivo

Фототранс-
фекция

Локальное разрушение кле-
точной мембраны корот-
кими импульсами лазера

Метод применим к клеткам, рас-
тущим и в суспензии, и в адгезии;
низкий уровень цитотоксичности

Применим только in vitro;
низкая эффективность трансфек-
ции относительно других физиче-
ских методов;
низкая пропускная способность;
трудоемкость

Фосфат
кальция

Поглощение клетками ком-
плексов, состоящих из НК и 
фосфата кальция

Простота проведения процедуры; 
низкая стоимость

Низкая эффективность транс-
фекции;
Выраженная цитотоксичность;
применимость только в условиях 
in vitro

Поли-L-лизин Поглощение клетками ком-
плексов, состоящих из НК 
и полимера на основе 
L-лизина

Легко модифицируем под нужды 
экспериментатора;
применимость как in vivo, 
так in vitro

Низкая эффективность транс-
фекции;
образующиеся комплексы имеют 
разный размер;
комплекс поли-L-лизина без 
добавления модификаций имеет 
выраженную цитотоксичность

Полиэтилени-
мин

Поглощение клетками ком-
плексов, состоящих из НК и 
полимера на основе поли-
этиленимина

Высокая эффективность транс-
фекции в условиях in vitro

Высокая цитотоксичность.
Применимость преимуще-
ственно в условиях in vitro

Хитозан Поглощение клетками ком-
плексов, состоящих из НК 
и полимера на основе 
хитозана

Низкая цитотоксичность;
применимость как in vivo 
так in vitro

Низкая эффективность транс-
фекции

Липофекция Поглощение клетками ком-
плексов, состоящих из НК и 
смеси липидов

Высокий уровень трансфекции;
применимость как in vivo 
так in vitro;
легко модифицируется под нужды 
экспериментатора

Высокая цитотоксичность;
образующиеся комплексы 
имеют разный размер
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тил-D-глюкозамина. При pH 6.5 хитозан прото-
нируется и становится растворимым в воде. После
обработки он приобретает высокий положитель-
ный заряд. Как и прочие катионные полимеры, хи-
тозан образует комплексы с отрицательно заря-
женной нуклеиновой кислотой. Этот полимер со-
держит две гидроксильные группы, которые
легко модифицируются под задачи исследователя
[64]. Механизм проникновения хитозана в клет-
ки такой же, как и у ПЭИ или комплексов поли-
L-лизина. В отличие от других полимеров хито-
зан имеет низкую цитотоксичность, однако и эф-
фективность трансфекции с использованием этого
полисахарида значительно уступает другим вариан-
там трансфекции. Трансфекция с использованием
хитозана рассматривается как перспективная
альтернатива ПЭИ. Низкая цитотоксичность и
возможность модификации делают хитозан до-
вольно удобной платформой. И, хотя проводятся
исследования, посвященные повышению эффек-
тивности трансфекции с использованием этого
полимера, приемлемый уровень эффективности
ПЭИ пока не достигнут [65]. 

Липофекция. В основе липофекции лежит до-
ставка ДНК и РНК в составе липидных комплек-
сов. Для создания комплексов используют поло-
жительно заряженные липиды и отрицательно за-
ряженные нуклеиновые кислоты. В качестве
примера можно рассмотреть первый коммерче-
ски доступный препарат Lipofectin®, состоящий
из положительно заряженного липида DOTMA и
нейтрального липида DOPE. На сегодняшний
день трансфекцию проводят с различными липи-
дами, которые различаются свойствами и степе-
нью воздействия на клетки. В частности, такие
липиды, как DOTAP и DODAP, используемые
для получения липосом YSK05, значительно ме-
нее цитотоксичны, чем компоненты Lipofectin®,
а липидный дендример MVLBG2 имеет высокий
положительный заряд за счет чего хорошо взаи-
модействует с ДНК [66]. При смешивании нукле-
иновой кислоты и катионного липида образуются
липидные везикулы, содержащие ДНК или РНК.
Суммарный заряд везикулы должен быть поло-
жительным, так как взаимодействие с клеточной
мембраной происходит также за счет электроста-
тических сил. Везикулы поглощаются клетками
путем эндоцитоза. Липофекция обеспечивает вы-
сокий уровень трансфекции клеток in vitro, но
вместе с тем обладает высокой цитотоксично-
стью, особенно, если говорить о таком классиче-
ском варианте, как Lipofectin® [67]. Еще один не-
достаток – высокая гетерогенность размеров
комплексов, образующихся при получении вези-
кул. Считается, что эта гетерогенность негативно
сказывается на эффективности трансфекции.
Однако простота химического синтеза и модифи-
кации катионных липидов делают этот подход
очень гибким. К примеру, можно получить ли-

пидные наночастицы (LNP), которые “растворя-
ются” при понижении pH после попадания вези-
кул в лизосомы, что увеличивает эффективность
трансфекции. LNP получают с использованием
ионизируемого липида, полиэтиленгликоля,
вспомогательного фосфолипида и холестерина.
Ключевым компонентом является ионизируе-
мый липид: при физиологических значениях pH
он имеет нейтральный заряд, но при проникнове-
нии в эндосомы c кислым pH становится катион-
ным. Изменение заряда частицы приводит к раз-
рушению эндосом и высвобождению нуклеино-
вых кислот [68]. Этот подход применим in vivo, с
его помощью осуществили нокдаун гена Angptl3 в
печени мышей [41]. Липофекция, несмотря на
свою выраженную цитотоксичность, позволяет
поводить трансфекцию с высокой эффективно-
стью. К тому же возможность модификации каж-
дого звена катионного липида и комплекса в це-
лом делает этот метод очень гибким.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В данной работе нами рассмотрены структур-

ные элементы экспрессионных векторов на осно-
ве ДНК и синтетических мРНК, а также способы
их доставки как in vitro, так и in vivo. Оптимально
подобранные структурные компоненты таких
векторов позволяют эффективно экспрессиро-
вать терапевтические белки, а также инструмен-
ты генного редактирования как в клетках, так и в
тканях для успешного выполнения задач генной
терапии. Благодаря выбору между векторными
платформами, их структурными элементами и
способами доставки трансгенов, в настоящее вре-
мя существует возможность решения целого
спектра экспериментальных биомедицинских и
терапевтических задач, что подтверждается рас-
тущим количеством научных данных, а также ре-
зультатами доклинических и клинических испы-
таний по использованию генных редакторов для
коррекции наследственных и приобретенных па-
тологий.

Работа выполнена при поддержке программы
Министерства высшего образования и науки РФ
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Structural Elements of DNA and RNA Eukaryotic Expression Vectors 
for in vitro and in vivo Genome Editors Delivery
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Gene editing with programmable nucleases widely open new perspectives in such an important practical areas
as healthcare and agriculture. The most challenging question for safe and effective therapeutic use of gene
editing technologies is how to properly deliver and express gene editors within certain cells and tissues of dif-
ferent organisms. Virus-based and non-virus expression systems can be used for the successful delivery of
gene editors. Here we will review delivery methods and structural elements for proper design of DNA and
RNA vectors for in vitro and in vivo expression of gene editors.
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