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Генная терапия (ГТ) – это новое направление в медицине, использующее нуклеиновые кислоты
(НК) в качестве терапевтического агента. ГТ может использоваться в лечении как наследственных
заболеваний (спинальной мышечной атрофии, миодистрофии Дюшена), так и заболеваний сме-
шанной этиологии (онкологии, сердечно-сосудистых, нейродегенеративных заболеваний) так и
приобретенных (например, инфекционных) заболеваний. Основные стратегии ГТ включают гено-
заместительную терапию, влияние на экспрессию генов, суицидальную генную терапию. Суще-
ствуют ряд сложностей в доставке терапевтических НК, так как их свободные молекулы не стабиль-
ны и не могут самостоятельно проникать в клетки-мишени. Разработка безопасных и эффективных
способов доставки – одна из ключевых задач ГТ. Наиболее распространёнными в силу своей высо-
кой эффективности являются средства доставки на основе вирусов, однако они обладают рядом не-
желательных действий, что ограничивает их применение. Целью данной статьи является обзор аль-
тернативных способов доставки генетических конструкций: при помощи физических методов,
естественных и искусственных полимеров, липосом, пептидов.
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Генная терапия (ГТ) – это подход к лечению за-
болеваний, позволяющий компенсировать генети-
ческие дефекты путем введения в клетку ДНК, РНК
и их производных. Однако степень проникнове-
ния свободных НК в клетки сравнительно низка
и не специфична [1], поэтому актуален поиск
средств направленной доставки генетических кон-
струкций. Проникновение НК в клетки осложнено

их отрицательным зарядом, из-за которого про-
исходит электростатическое отталкивание от одно-
именно заряженной мембраны [2]. На этапе внут-
риклеточной доставки НК подвержены деградации
нуклеазами [1] и возникают трудности, связан-
ные с преодолением биологических барьеров [2].

ГЕНЕТИЧЕСКИЕ КОНСТРУКЦИИ, 
ИСПОЛЬЗУЕМЫЕ В ГЕННОЙ ТЕРАПИИ

В ГТ существует два основных подхода: изме-
нение экспрессии гена-мишени с помощью малых
интерферирующих РНК (миРНК, small interfering
RNA (siRNA)), антисмысловых олигонуклеотидов
(AСO), коротких шпилечных РНК (кшРНК, short
hairpin RNA (shRNA)), малых активирующих РНК
(маРНК, small activate RNA, saRNA), введение
ДНК или РНК последовательности гена-мишени
(генозаместительная (gene replacement therapy) и
суицидная терапия (suicide gene therapy), введение
мРНК) (рис.1). Также существует технология ре-
дактирования генетических последовательностей с
помощью нуклеаз или технологии CRISPR/Cas9,
но они практически не используются на людях в
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силу сложностей с предсказанием результата и
этическими проблемами [3, 4].

АСО представляют собой класс искусственных
малых некодирующих одноцепочечных нуклеи-
новых кислот, состоящих из 18–30 оснований,
которые комплементарны последовательностям
целевых мРНК и способны влиять на процессы
созревания мРНК и трансляцию [5, 6]. Такой под-
ход к лечению использован в препарате “Спинра-
за” (Nusinersen) для лечения спинальной мышеч-
ной атрофии (СМА). СМА – это аутосомно-ре-
цессивное нейродегенеративное заболевание,
вызванное мутациями гена SMN1, что приводит к
снижению уровня функционального белка выжи-
вания мотонейронов SMN (survival of motor neu-
ron) и прогрессирующей мышечной слабости [7].
Ген SMN2 является паралогом SMN1, но из-за за-
мены в 7 экзоне зрелые транскрипты SMN2 пре-
имущественно лишены этого экзона, что приво-
дит к синтезу нестабильного и функционально
неактивного белка [8]. Nusinersen, представляет со-
бой 2'-O-MOE/PS-модифицированный антисмыс-

ловой олигонуклеотид, стимулирующий включе-
ние экзона 7 в мРНК SMN2, что повышает уро-
вень функционального белка SMN [9, 10].

Интерференция РНК – это процесс посттран-
скрипционного подавления экспрессии целевых
генов при помощи двухцепочечных РНК, кото-
рые могут либо запускать деградацию целевой
мРНК или же ингибировать ее трансляцию [11].
Интерференция РНК может быть опосредована
микроРНК, кшРНК и миРНК.

микроРНК представляют собой эндогенные, вы-
соко консервативные некодирующие РНК, длиной
около 22 нуклеотидов. Эти РНК регулируют экс-
прессию кодирующих генов путем связывания с
3'-нетранслируемыми областями, приводящего к
деградации мРНК [12].

кшРНК представляют собой продукт расщеп-
ления искусственно созданных РНК.

миРНК это продукт расщепления нуклеазами
экзогенной природной РНК (например, РНК ви-
русов) на короткие (20–25 нуклеотидов) последо-

Рис. 1. Механизм работы разных типов генотерапевтических агентов.
Fig. 1. The mechanism of operation of different types of gene therapeutic agents.
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вательности. Они взаимодействуют с регулятор-
ными последовательностями транскрипта и при-
водят к подавлению трансляции. Был разработан
препарат Инклизеран (торговая марка Leqvio), ко-
торый использует механизм РНК-интерференции
для подавления экспрессии PCSK9 (Proprotein Con-
vertase Subtilisin/Kexin Type 9, пропротеин конвер-
таза субтилизин/кексин 9-го типа). PCSK9 – это
фермент, который играет ключевую роль в регу-
ляции уровня холестерина в крови. Этот фермент
разрушает находящиеся на поверхности гепатоци-
тов рецепторы липопротеинов низкой плотности
(LDL-рецепторы), которые удаляют из кровотока
липопротеины низкой плотности (ЛПНП). Это, в
свою очередь, приводит к увеличению уровня
ЛПНП-холестерина в крови, что повышает риск
сердечно-сосудистых заболеваний [13]. Использо-
вание препарата Инклизеран основано на приме-
нении миРНК, которая разрушает мРНК PCSK9 в
печени [14].

Активация РНК – это процесс повышения экс-
прессии гена, опосредуемого маРНК, путем взаи-
модействия этих НК с промоторной областью [15].
Интересно, что активация экспрессии, вызванная
маРНК, длится гораздо дольше, чем РНК-интер-
ференция. маРНК были предложены для лечения
гепатоцеллюлярной карциномы в качестве агента
для повышения экспрессии супрессоров роста
опухоли. Сконструированные маРНК, компле-
ментарные промоторной области гена p21, были
протестированы на линиях раковых клеток и вы-
явили замедление скорости деления клеток и уве-
личение количества мРНК p21. Повышенные
уровни белка p21 сильно коррелировали с увели-
чением экспрессии мРНК p21 [15].

Еще один класс терапевтических агентов, ис-
пользуемый в генной терапии, это мРНК. Преиму-
щества их применения следующие: мРНК может
экспрессировать любой белок и, таким образом,
может быть использована для лечения широкого
спектра заболеваний; для мРНК в отличие от ДНК
не требуется попадание в ядро и интеграция в ге-
ном, таким образом, мРНК не влияет на генети-
ческую стабильность. Был разработан препарат
Moderna mRNA-3704, содержащий мРНК, коди-
рующую метилмалонил-КоА мутазу (МСМ),
митохондриальный гомодимерный апофермент
(EC. 5. 4. 99.2), который катализирует превраще-
ние метилмалонил-КоА в сукцинил-КоА. У но-
ворожденных с дефицитом MCM наблюдается
рвота, ацидоз, гипераммониемия, гепатомегалия,
гиперглицинемия и гипогликемия. Позже могут
возникнуть тромбоцитопения и нейтропения [16].
Другой препарат Moderna mRNA-2416 предназна-
чен для лечения солидных опухолей. В качестве
действующего вещества выступает мРНК OX40L,
активирующая T-клеточный иммунитет против
раковых клеток [17].

Генозаместительная терапия – это метод лече-
ния, при котором в клетки организма вводятся
функциональные копии генов для замены му-
тантных или делетированных генов. Этот новый
ген позволяет клетке синтезировать функцио-
нально активный белок. Например, препарат Зол-
генсма (Zolgensma, Onasemnogene abeparvovec)
разработан компанией “AveXis” для лечения па-
циентов со СМА и представляет собой вектор на
основе адено-ассоциированного вируса, несу-
щий копию гена SMN1 [18]. В клинических испы-
таниях было показано значительное увеличение
продолжительности жизни пациентов со СМА
типа I, а также улучшение двигательных функ-
ций. Однако из-за потенциальной гепатотоксич-
ности и других побочных эффектов требуется
строгий контроль лечения [19].

Суицидная генная терапия представляет собой
стратегию лечения, при которой в клетки-мише-
ни (например, раковые клетки) доставляется ген,
кодирующий ферменты, которые преобразуют
нетоксичные препараты (предшественники или
prodrug) в токсичные для клеток-мишеней веще-
ства. Классическим примером является система
Herpes simplex virus thymidine kinase/ganciclovir
(HSV-TK/GCV). HSV-TK/GCV – это терапия, ос-
нованная на применении гена тимидинкиназы ви-
руса простого герпеса. Ген HSV-TK кодирует вирус-
ный фермент тимидинкиназу, который активирует
препарат Ганцикловир (GCV), превращая его в ток-
сичное вещество, способное уничтожить клетки
(например, препарат Toca 511 (vocimagene amiretro-
repvec) [20]. Другим подходом в суицидной ген-
ной терапии может быть активная адресная до-
ставка гена, кодирующего токсин: препарат Rexin-
G – ретровирусный вектор, который доставляет су-
ицидные гены (гены самоубийства клеток) в опу-
холевые клетки. Используется для лечения сар-
ком и метастатических опухолей. Rexin-G активен
только в клетках с высокой пролиферацией, что де-
лает его специфичным для раковых клеток [21].

СПОСОБЫ ДОСТАВКИ ГЕНЕТИЧЕСКИХ 
КОНСТРУКЦИЙ В ЯДРО

Для направленной доставки НК используют
разные подходы: физические, а также вирусные и
невирусные векторы (рис. 2).

Физические методы

Были исследованы различные физические мето-
ды доставки генетических конструкций в клетки
in vivo с использованием микроинъекций, генной
пушки, электрических полей (электропорация), гид-
родинамического давления (перфорация водой),
магнитных полей (метод магнитной трансфекции)
и ультразвука (ультразвуковая перфорация) [15].
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Микроинъекции представляют собой техноло-
гию точной доставки молекул с помощью микро-
игл [22]. К преимуществам этого метода можно
отнести: точное прогнозирование доставленной
дозы, высокую эффективность доставки и низ-
кую цитотоксичность. В то же время он трудоем-
кий, отнимает много времени, кроме того выжива-
емость клеток сильно зависит от оператора. Был
разработан пассивный метод микроинъекции,
который основан на пульсирующем потоке жид-
кости, благодаря чему сокращается период инъ-
екции примерно до 3 миллисекунд [23]. Микро-
инъекции часто используют для доставки плазмид в
половые клетки, зиготы, эмбрионы, например, для
создания трансгенных организмов [24, 25].

Генные пушки – это метод доставки в клетки
при помощи придания механического ускорения
НК, инкапсулированной в частицы тяжелых ме-
таллов (золото, вольфрам, титан). Однако полу-
чаемые в ходе проведения трансфекции поврежде-
ния серьезно снижают жизнеспособность клеток.
[26]. Генные пушки применяют для трансфекции
широким спектром генетических конструкций как
растительных [27], так и в некоторых случаях жи-
вотных клеток, в частности ДНК-вакцинами [28].

Электропорация – это метод, основанный на
повышении проницаемость клеточной мембраны
при действии электрического тока [29]. Данный
метод является одним из самых распространенных
при трансфекции животных клеток из-за своей вы-
сокой эффективности [30]. Его используют для до-
ставки мРНК в Т-лимфоциты [31]. Однако клет-
ки, подвергшиеся электропорации, имеют низ-
кую жизнеспособность вследствие повреждений
мембраны [29].

Фотопорация как и электропорация основана
на доставке НК за счет повышения проницаемо-
сти мембраны, вызванной воздействием корот-
ких высокоинтенсивных лазерных импульсов [32,
33]. Была показана успешная доставка путем фо-
топорации миРНК и мРНК, конъюгированных с
золотыми наночастицами, в клетки пигментного
эпителия сетчатки человека [34].

Другим способом физического переноса генов
является магнитная трансфекция, или магнито-
фекция. Этот метод подразумевает направленную
доставку генетической конструкции, содержа-
щей магнитные наночастицы, при помощи маг-
нитного поля [35]. Главные преимущества маг-
нитной трансфекции заключаются в ее способно-

Рис. 2. Способы доставки нуклеиновых кислот.
Fig. 2. Methods of delivery of nucleic acids.

Генная пушка

Сонопорация

Фотопорация

Электропорация

Магнитофекция

Ядро

Наночастица + НК

Цитоплазма

В и р у с н ы е  в е к т о р ы

Лентивирусы

Ретровирусы

Герпесвирусы

Эндосома

Наночастицы

Эндосома

Липосомы
Полимеры

Н е в и р у с н ы е  в е к т о р ы

Микроинъекции

ААВ

Обратная
транскрипция

Ф и з и ч е с к и е  м е т о д ы  д о с т а в к и



54

БИОТЕХНОЛОГИЯ  том 41  № 1  2025

ИЛЬИНА и др.

сти обеспечивать быструю и эффективную
трансфекцию при низких дозах носителя [36].

Сонопорация использует высокоинтенсивный
ультразвук для создания пор в клеточных мембра-
нах, через которые НК могут проникнуть в клет-
ку. По сравнению с другими физическими мето-
дами доставка генов с использованием ультразвука
является более безопасной и менее травматичной
для клеток [37]. Сонопорация используется и как
самостоятельный метод для локальной доставки
генов, продукты которых подавляют рост опухо-
ли [37], а также в качестве дополнительного мето-
да переноса НК.: Vllasaliu D. с коллегами исполь-
зовали сонопорацию для облегчения кохлеарной
генной трансфекции, опосредованной AAВ [38].

Таким образом, первыми для переноса генети-
ческих конструкций в клетки были физические
методы доставки [39], однако их низкая эф-
фективность, невысокая жизнеспособность
трансфецированных клеток, ограниченность
действия подтолкнули к созданию альтернатив-
ных более надежных и безопасных подходов для
доставки НК.

Невирусные системы доставки генов

Невирусные векторы должны быть способны
имитировать вирусные функции при инфициро-
вании клеток: проникновение в клетку, эндосо-
мальный побег, защита от деградации, и опцион-
но, доставка в клеточное ядро [40]. Невирусные
векторы обладают рядом преимуществ в сравне-
нии с вирусными. Первые хорошо охарактеризо-
ваны, и их структура может быть тонко настроена
[41]. Кроме того, без белковых мотивов невирус-
ные векторы не иммуногены, что позволяет их
вводить повторно при хронических заболевани-
ях, К тому же, эти векторы сравнительно легко
производить в больших масштабах [42]. Принцип
работы основан на самосборке мелких стабиль-
ных надмолекулярных комплексов, часто за счет
электростатических взаимодействий между поло-
жительно заряженными векторами и отрицатель-
но заряженными НК [43]. Для доставки генетиче-
ских конструкций используют липидные носители
[44, 45]; полимеры: полимолочно-полигликолевую
кислоту (ПЛГА) [46], поли-β-аминоэстерол [47, 48],
полиэтиленимин (ПЭИ) [49], полиэтиленгликоль
(ПЭГ) [38], поли-аргинин [50], хитозан [51],

Рис. 3. Этапы доставки терапевтических агентов к клеточным мишеням [84].
Fig. 3. Stages of delivery of therapeutic agents to cellular targets.
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декстраны [52], наночастицы кремния [53, 54],
наночастицы золота [55]. Однако катионные но-
сители имеют повышенную цитотоксичность, ес-
ли не разработана оптимальная формула веще-
ства [56].

Одними из первых органических носителей
были липосомы, впервые синтезированные Bang-
ham с коллегами в 1960 годах [57]. Векторы на осно-
ве липидов включают в себя нейтральные (незаря-
женные) липосомы, катионные липосомы и иони-
зируемые липиды [58]. Для образования катионных
липосом используют катионные липиды, которые
обеспечивают электростатические взаимодействия
с отрицательно заряженными НК и способствуют
эффективному взаимодействию их с клеточной
мембраной. Одним из первых катионных липидов,
использованным в 1987 г. для доставки экзогенной
ДНК был N-[1-(2,3-диолейлокси)пропил]-N,N,N-
триметиламмоний хлорид (DOTMA) [59]. Хотя не-
сколько катионных липосомальных препаратов
прошли клинические испытания [60, 61], их ис-
пользование ограничено из-за токсичности в ме-
сте введения, нежелательных иммунных реакций
и риска тромбообразования [62]. В качестве аль-
тернативы были разработаны ионизируемые ли-
пиды. В физиологических условиях они остаются
нейтральными, но ионизируются в эндосомах из-
за снижения pH [63]. Эта способность приобре-
тать заряд в эндосомах обеспечивает эндосомаль-
ный побег и выход в цитозоль [64]. В состав таких
частиц помимо ионизируемого липида включают
фузогенные фосфолипиды, холестерол и поли-
этиленгликоль, добавление которых увеличивает
трансфекционную активность путем дестабилиза-
ции липидного бислоя клеточных мембран, повы-
шения стабильности частиц и увеличения периода
полувыведения из кровотока. Ионизируемые ли-
пидные носители показали свою эффективность в
доставке генов [65], например, гена CFTR через сли-
зистые пациентов с фиброзом. Инкапсулирование
больших молекул, например, плазмидной ДНК, с
помощью данных носителей затруднено [66].

Липидные носители обладают высокой биосов-
местимостью, способностью преодолевать биоло-
гические барьеры, однако для осуществления эф-
фективной адресной доставки НК необходимо вне-
сение в структуру носителя нацеливающих лигандов.

Другим подходом к созданию носителей для
векторов является использование катионных по-
лимеров. Первый катионный полимер PEI был
получен еще в первой половине XX века [67], од-
нако активное применение этих соединений в ка-
честве носителей началось лишь в конце века
[56]. Они включают природные полимеры, на-
пример, хитозан, и синтетические, в число кото-
рых входит поли-L-лизин, полиэтиленимин, по-
ли-β-аминоэфиры, полиамидоамин и другие.
Разнообразие доступных полимеров и их химиче-

ских модификаций позволяет синтезировать со-
единения с различными физико-химическими
свойствами, такими как гидрофобность и лока-
лизация заряда, что позволяет доставлять ком-
плексы в широкий спектр клеток и тканей [68]. В
структуре этих носителей также можно легко объ-
единить модули, позволяющие преодолевать ба-
рьеры при транспорте НК, а также осуществлять
адресную доставку [69]. Так, функционирование
ПЭГ и аминогруппами может способствовать вы-
ходу комплексов из эндосом, поскольку эти мо-
дификации вызывают эффект протонной губки
[70]. Благодаря своим свойствам катионные поли-
мерные носители нашли применение в доставке в
клетки-мишени, например, была показана эф-
фективность RGD-PEG-PEI в качестве носителя
миРНК в подавлении роста опухолей нервной си-
стемы [71].

Катионные полимеры за счет своего положи-
тельного заряда активно компактизуют НК, и взаи-
модействуют с ГАГ клеточной мембраны, благода-
ря модульности строения можно синтезировать
полимеры с тонко настроенными свойствами, но
вместе с тем для этих соединений требуется экрани-
рующее покрытие для снижения иммунного ответа
и увеличения эффективности трансфекции.

Пептидные носители
Пептидные носители вызывают особый инте-

рес, так как обладают высокой биосовместимо-
стью и низкой токсичностью, что делает их при-
влекательными кандидатами для доставки НК.
Впервые идея использовать в качестве средств до-
ставки пептиды возникла в 1980 годах благодаря
выделению последовательности транс-активато-
ра (TAT) ВИЧ [72], после чего начало появляться
множество работ, посвященных использованию
этих соединений в качестве носителей для до-
ставки НК [73]. В структуре пептидов можно лег-
ко объединить модули и для осуществления ад-
ресной доставки, и для преодоления клеточных
барьеров [74].

Катионные пептидные носители способны элек-
тростатически самоорганизовываться с отрицатель-
но заряженной НК для формирования наноча-
стиц [75]. Обеспечить общий положительный заряд
пептида можно благодаря включению катионных
аминокислот, а именно лизина, орнитина, гисти-
дина и аргинина. Остатки последнего придают спо-
собность эффективно проникать в клетки благода-
ря гуанидиновой группе боковой цепи, которая
может образовывать водородные связи с различ-
ными функциональными группами на клеточной
поверхности [76, 77]. Однако при попадании в
сыворотку крови такие комплексы подвергаются
активной опсонизации, что приводит к их быст-
рой деградации и элиминации из кровотока, но
эту проблему можно решить путем добавления
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экранирующего покрытия [74]. Таким образом,
пептиды имеют широкие перспективы примене-
ния в адресной доставке терапевтических аген-
тов, в том числе НК [73]. Пептиды могут исполь-
зоваться как в нативной так и в модифицирован-
ной форме; в качестве самостоятельного средства
доставки, или с целью преобразования других ти-
пов векторов для придания им нужных характери-
стик: нацеленность на определенные типы клеток
путем функционирования антитела, увеличение
эффективности проникновения в клетки или в ядра
при сшивании с СРР или NLS соответственно [78].

Пептиды являются перспективными средства-
ми доставки НК в силу своей высокой биосовме-
стимости, способности к самоорганизации,
модульности строения, возможности включать в
свой состав природные аминокислотные после-
довательности для увеличения эффективности
трансфекции на разных ее этапах. К сложностям
использования этих соединений можно отнести:
возможность возникновения иммунных реакций
и нестабильность, но эту проблему можно решить
внесением экранирующего покрытия.

Пептиды на разных этапах доставки 
генетических конструкций к мишеням

Для запуска работы генетических препаратов
им необходимо преодолеть ряд преград к кото-
рым относятся: клеточная мембрана, эндосома,
ядерная мембрана, нуклеазы (рис. 3). Для этого
применяют модификацию терапевтической кон-
струкции CPP – нацеливающими; обеспечиваю-
щими эндосомальный побег пептидами. Данные
модификации можно вносить как в пептидные
носители, так и в различные типы пептид-ассо-
циированных нанокапсул, включая липосомы,
полимерные наночастицы и гибридные системы.
Такие средства доставки способны защитить тера-
певтические молекулы от разрушения в организме
и обеспечить доставку в нужное место с высокой
точностью.

Проникновение через клеточную мембрану
Первый этап в доставке генетических конструк-

ций – это проникновение через клеточную мембра-
ну. Она имеет отрицательный заряд благодаря на-
личию на поверхности ГАГ и сиаловых кислот.
Это создает электростатическое препятствие к
проникновению одноименно заряженных НК.
Поэтому для эффективной доставки НК в клетки
необходимо использовать положительно заря-
женных носитель. Предполагается, что прикреп-
ление терапевтического комплекса инициирует-
ся ГАГ [80]. ГАГ представляют собой плотный
слой из крупных олигосахаридов с отрицательно
заряженными повторяющимися дисахаридными
звеньями [81]. Они могут действовать как «рецеп-

торы» электростатически связывающие терапев-
тические комплексы и тем самым способствовать
их проникновению. Однако во многих случаях
ГАГ не способны индуцировать интернализацию
сами по себе, и было высказано предположение,
что они стимулируют другие рецепторы, что может
привести к процессам передачи сигналов для ини-
циации эндоцитоза [81]. Олигоаргинины являются
эффективными интернализаторами из-за их бо-
лее высокого сродства к мембранным фосфоли-
пидам и ГАГ [82]. Для запуска активного проник-
новения в клетку используют модификацию но-
сителей специфическими аминокислотными
последовательностями: сигнальную олигоамино-
кислотную последовательность белка ТАТ, по-
ли(альфа-L-лизин) (PLL), MPG, Pep-1, которые
содержат нативные полипептидные последователь-
ности, отвечающие за транслокацию белков внутрь
клетки. Катионные пептиды, такие как PLL и про-
изводные белка ТАТ содержат последовательности
богатые аргинином, лизином и гистидином. По-
следняя последовательность (RKKRRQRRR) про-
исходит от белкового фактора транскрипции ТАТ
ВИЧ. Bahadoran A. с коллегами разработали денд-
ример полиамидоамин (ПАМАМ), модифици-
рованный сигнальной последовательностью из
белка ТАТ, и показали его повышенную эффектив-
ность в доставке плазмидной ДНК [83]. Также дан-
ная модификация используется для доставки тера-
певтических молекул в трудно трансфецируемые
клетки, включая нейроны [84]. Используемый для
облегчения доставки, амфифильный MPG (с по-
следовательностью GLAFLGFLGAAGST-
MGAWSQPKKKRKV) представляет собой пептид
с полярными и неполярными структурными до-
менами и создан на основе вируса обезьяны 40
(PKKKRKV) [85]. Более эффективным в стимуля-
ции эндоцитоза, чем природные пептиды оказался
синтетический Pep-1 (KETWWETWWTEWSQPK-
KRKV). Он содержит три различных функцио-
нальных домена способствующие проникновению
в клетку. Pep-1 был первым одобренным CPP, с тор-
говым названием Char-iot [86].

К нацеливающим пептидам, обеспечивающим
адресную доставку, относятся пептиды: RGD (Арги-
нин-глицин-аспарагиновая кислота), NGR (Asn-
Gly-Arg), а также последовательности с высокой
специфичностью к рецепторам, характерным для
определенных типов клеток. Например, IL-13 (VD-
KLLLHLKKLFREGQFNRNFESIIICRDRTC), ко-
торый использовался для нацеливания на клетки
глиомы у мышей [87]; пептид CDX (FKESWRE-
ARGTRIERG) со сродством к никотин-ацетил-
холиновым рецепторам, присутствующим в мозге
[88]; NAPAmide (Ac-Nie-Asp-His-D-Phe-Arg-
Trp-Gly-Lys-NH), аналог α-меланоцитстимулиру-
ющего гормона с высокой специфичностью к зло-
качественным меланомам [89]; пептид Bld-1
(CSNRDARRC) специфичный к линиям раковых
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клеток мочевого пузыря [90]; циклический пеп-
тид A6 (CKPSSPPEECW), способный воздей-
ствовать на линии клеток молочной железы [91] и
пептид tLyp-1 (CGNKRTRGC), присутствующий
на поверхности подавляющего большинства эн-
дотелиальных клеток [92] и взаимодействующий
с рецепторами нейропилина (табл. 1).

Пептид RGD специфически связывается с ин-
тегринами αvβ3 и αvβ5, которые сверхэкспрессиру-
ются на клетках эндотелия и опухолевых клетках
[93]. RGD был впервые идентифицирован как по-
следовательность в фибронектине, белке вне-
клеточного матрикса (ВКМ) [94]. Позднее бы-
ло обнаружено, что больше белков ВКМ, вклю-
чая витронектин, фибриноген, коллаген,
ламинин и остеопонтин содержат эту последова-
тельность, благодаря которой взаимодействуют с
поверхностными клеточными рецепторами су-
персемейства интегринов. RGD сам по себе мо-
жет считаться терапевтическим, поскольку он
блокирует функцию интегринов [95]. Кроме то-
го, учитывая сродство пептида RGD к опухо-
лям, он может использоваться для адресной до-
ставки химиотерапевтических агентов, как пока-
зано на примере его использования в доставке
доксорубицина и паклитаксела [96], а также гене-
тических конструкций, например, была показана
эффективность RGD-PEG-PEI в качестве носи-
теля миРНК в подавлении роста опухолей НС

[71]. Интернализирующий пептид RGD (iRGD) —
это модифицированный пептид RGD, способ-
ный не только связываться с интегринами, но и
проникать в клетки за счёт взаимодействия с ней-
ропилином-1 [97].

Другим универсальным нацеливающим пеп-
тидом является NGR (Asn-Gly-Arg), который спо-
собен воздействовать на неоваскуляризацию опу-
холи, содержащей на своей поверхности рецептор
CD13. Этот пептид также имеет линейную и цикли-
ческую формы [98].

Пептиды, обеспечивающие эндосомальный побег

Основным путем поглощения большинства
векторов считается эндоцитоз, который можно
разделить на клатрин-опосредованный, кавео-
лин-опосредованный, а также макропиноцитоз:

1. Клатрин-опосредованный эндоцитоз. Клеточ-
ные рецепторы специфично связываются с ли-
гандом на поверхности клетки, что инициирует
сборку клатринового «опушениня» вокруг участ-
ка мембраны. Клатрин – это белок, который фор-
мирует корзиноподобные структуры на мембране
клетки, приводя к образованию везикул. После
этого клатриновое покрытие удаляется, и везику-
ла с захваченным содержимым перемещается
внутрь клетки [107].

Таблица 1. Примеры высокоспецифичных нацеливающих лигандов
Table 1. Examples of highly specific targeting ligands

Лиганд Последовательность Рецептор Специфичен к Литература

IL-13 VDKLLLHLKKLFREGQF-
NRNFESIIICRDRTC IL-13R-α2 Клетки глиомы (U251) [99]

CDX FKESWREARGTRIERG Никотин-ацетилхолино-
вые рецепторы (nAChR)

Первичные эндотелиальные 
клетки капилляров голов-
ного мозга (BCEC)

[100]

NAPamide Ac-Nle-Asp-His-D-Phe-Arg-
Trp-Gly-Lys-NH

α-меланоцит-стимулиру-
ющий гормон (α-MSH) Клетки меланомы [101]

Bld-1 CSNRDARRC Рецептор формилпеп-
тида 1

Клетки рака мочевого 
пузыря (HT-1376, T-24) [102]

cA6 CKPSSPPEECW CD44 Клетки рака молочной железы 
(MDA-MB-231, SK-BR3) [103]

t-Lyp-1 CGNKRTRGC Нейропилины (NRP1, 
NRP2)

Клетки рака молочной железы 
(MDA-MB 231), Эндотелиаль-
ные клетки пупочной вены 
человека (HUVEC)

[104]

TAT derived GRKKRRQRRRPQ Рецептор интерферона 
α/β

HeLa; клетки рака молочной 
железы (MCF-7/ADR) [105]

BMP-2 
derived NSVNSKIPKACCVPTELSAI

Рецептор морфогенети-
ческого протеина кост-
ной ткани II (BMP-2)

Мононуклеарные клетки 
периферической крови 
(BMSC)

[106]
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2. Кавеолин-опосредованный эндоцитоз. Кавео-
лы – это небольшие инвагинации плазматической
мембраны, обогащенные липидными рафтами и
специфическим белком кавеолином. Связывание
молекул с рецепторами на мембране инициирует
формирование кавеолинового “опушения” и об-
разование кавеосом. Этот механизм поглощения
характерен для определенных типов клеток, та-
ких как эндотелиальные. Он способствует погло-
щению специфических сигнальных молекул и па-
тогенов (например, некоторых вирусов) [108].

3. Макропиноцитоз. Это неспецифический ме-
ханизм захвата больших объемов внеклеточной
жидкости и растворенных веществ. Он характе-
ризуется формированием крупных мембранных
везикул – макропиносом. Актиновый цитоскелет
клетки стимулируется факторами роста или други-
ми сигналами, что приводит к образованию круп-
ных инвагинаций мембраны. Эти инвагинации за-
хватывают внеклеточную жидкость вместе с раство-
ренными в ней молекулами, включая питательные
вещества и антигены. Этот процесс не требует на-
личия рецепторов и характерен для поглощения
антигенов дендритными клетками и макрофага-
ми [109].

Созревание эндосом – это многоступенчатый
процесс, в ходе которого ранние эндосомы пре-
образуются в поздние и затем в эндолизосомы. По
мере созревания эндосомы её внутренний pH по-
степенно снижается: с 6.0–6.5 у ранней, до 5.0–
6.0 у поздней и 4.5–5.0 у эндолизосомы. Это про-
исходит благодаря работе протонной АТФазы, ко-
торая закачивает ионы водорода (H+) внутрь эндо-
сомы. Снижение pH – один из ключевых факторов,
влияющих на активацию ферментов и переработ-
ку содержимого эндосомы. В процессе созрева-
ния ранняя эндосома теряет определенные бел-
ки, такие как Rab5, и приобретает другие – на-
пример, Rab7, характерный для поздних эндосом.
Эта смена регулирует функциональные свойства
эндосомы, включая еe взаимодействие с транспорт-
ными путями и другими органеллами, такими как
лизосомы. На поздних стадиях созревания эндосо-
мы сливаются с лизосомами, которые содержат раз-
нообразные гидролитические ферменты. В резуль-
тате образуется эндолизосома – промежуточный
органоид, в котором происходит интенсивное рас-
щепление захваченных веществ. Основная функ-
ция – полная деградация захваченных материалов с
помощью кислых гидролаз. К белкам- маркерам
эндолизосомы относятся Lamp 1 (Lysosome-asso-
ciated membrane protein 1) и различные гидроли-
тические ферменты, такие как катепсины и липа-
зы [110].

Вектор, оказавшись внутри эндосомы, после
созревания последней подвергается деградации.
Было продемонстрировано, что эффективность
комплексов значительно снижается из-за их не-

способности активно выходить из эндосомы пе-
ред ее слиянием с лизосомами [111]. Эндосом-
разрушающие пептиды позволяют избежать этой
“эндосомальной ловушки” и высвободить содер-
жимое в цитоплазму до слияния эндосомы с ли-
зосомой. Как правило используются рН-чувстви-
тельные пептиды, разрушающие мембраны в кис-
лой среде. При наличии в эндосоме молекул,
способных захватывать протоны (полиэтиленимин,
гистидин) создается эффект “протонной губки”,
например, имидазольная группа гистидина, име-
ющая константу диссоциации pKa равную 6.0,
может становиться протонированной в подкис-
ленных эндосомах [112]. Молекулы поглощают
протоны и благодаря этому заряд изменяется, что
ведет к усиленному захвату анионов (например,
Cl−) [113]. Это приводит к увеличению осмотиче-
ского давления внутри эндосомы и ее разрыву,
что позволяет поглощенному веществу выйти в
цитоплазму. Это называется “эндосомальный по-
бег”. Также эндосомное высвобождение может
быть достигнуто с помощью фузогенных пепти-
дов, которые способствуют высвобождению ком-
плексов посредством разрушения эндосомальной
мембраны при кислом рН путем порообразова-
ния [114]. После успешного выхода из эндосом
вектор оказывается в цитоплазме.

Транспорт генов в ядро

Хотя при некоторых стратегиях генной тера-
пии необходима доставка в цитозоль клетки (на-
пример, для миРНК и микроРНК), но в ряде слу-
чаев необходимо попадание терапевтической НК
в ядро [71]. Пассивная диффузия через ядерный
поровый комплекс возможна только для неболь-
ших молекул. В остальных случаях требуется ак-
тивный транспорт с использованием пептидов,
содержащих сигнал ядерной локализации (NLS)
[115]. Такие пептиды содержат сигнальные после-
довательности, состоящие из участка положитель-
но заряженных аминокислот, таких как аргинин и
лизин, которые взаимодействуют с импортином β
для транспорта через ядерную мембрану. К таким
последовательностям относятся уже упомянутая вы-
ше последовательность, полученная из белка тран-
сактиватора транскрипции TAT вируса иммуноде-
фицита человека (CYGRKKRRQRRR) [116]; пептид
большого антигена T вируса SV40 (PKKKRKV); ин-
тегрин-связывающий домен (RGD) [117].

Применение пептидов в доставке 
генетических конструкций

Пептидные носители активно исследуются в
качестве носителей при лечении широкого круга
заболеваний благодаря способности селективно
доставлять терапевтические агенты к поражен-
ным клеткам, улучшая эффективность лечения и
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снижая побочные эффекты. Некоторые примеры
приведены в табл. 2.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
НК – это новая группа терапевтических аген-

тов, уже показавшая свою эффективность в лече-
нии целого ряда заболеваний, однако НК не спо-
собны самостоятельно преодолевать биологиче-
ские барьеры, и оставаться стабильными в
физиологических условиях. Для этих соединений
критически важно наличие адекватной системы
доставки, поэтому целый ряд исследований по-
священ различным способам осуществления это-
го процесса. Были изучены физические методы до-
ставки НК, доставка с использование липидных,
полимерных, вирусных, пептидных носителей.

Физические методы доставки НК отличаются
высокой эффективностью, неиммуногенностью
и универсальностью, однако сопровождаются по-
вреждениями клеток, что снижает их жизнеспо-
собность. Наименее травматичным для клеток
является метод микроинъекций, который харак-
теризуется высокой точностью переноса НК в
клетку, однако он очень трудоемок и существен-
но зависит от навыков оператора.

Биоорганические невирусные системы с ис-
пользованием липидных, полимерных, пептидных
носителей обладают высокой биосовместимостью,
не повреждают клетки, однако могут вызывать им-
мунные реакции, требуют индивидуального ди-
зайна для разных типов задач и трудоемких мето-
дов проведения трансфекции. Как правило, до-
ставляют НК в клетки менее эффективно, чем
при использовании физических методов и вирус-
ных векторов.

Каждая система доставки нуклеиновых кислот
имеет свои недостатки, которые зависят от мно-
жества факторов, таких как стабильность, био-
совместимость, токсичность и эффективность про-
цесса. Выбор системы зависит от конкретной зада-
чи, типа нуклеиновой кислоты и целевых клеток.
Продолжаются исследования с целью устранения
вышеперечисленных недостатков и создания более
безопасных и эффективных систем доставки.
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Non-Viral Methods of Delivery of Genetic Constructs
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Abstract—Gene therapy (GT) is a new direction in medicine that uses nucleic acids (NC) as a therapeutic
agent. GT can be used in the treatment of both hereditary diseases (spinal muscular atrophy, Duchenne myo-
dystrophy) and diseases of mixed etiology (cancer, cardiovascular diseases, neurodegenerative) and acquired
(for example, infectious) diseases. The main strategies of GT include gene replacement therapy, effects on
gene expression, and suicidal gene therapy. There are a number of difficulties in the delivery of therapeutic
NK, since free NK molecules are not stable and cannot independently penetrate into target cells. The devel-
opment of safe and effective delivery methods is one of the key tasks of GT. Virus-based delivery systems are
the most common due to their high efficiency, but they have a number of undesirable effects, which limits
their use. The purpose of this article is to review alternative ways of delivering genetic constructs: using natural
and artificial polymers, liposomes, peptides.

Keywords: gene therapy, targeted delivery systems, peptide carriers, splicing modifiers, gene replacement
therapy, suicide therapy
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