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Cys-ФЛАНКИРОВАННЫЕ КАТИОННЫЕ ПЕПТИДЫ ДЛЯ ДОСТАВКИ 
ГЕНА ТИМИДИНКИНАЗЫ ВИРУСА ПРОСТОГО ГЕРПЕСА В КЛЕТКИ

С ЦЕЛЬЮ СУИЦИДНОЙ ГЕННОЙ ТЕРАПИИ МИОМЫ МАТКИ
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Миома матки (ММ) ‒ наиболее часто встречающаяся доброкачественная опухоль у женщин репро-
дуктивного возраста. В качестве подхода к лечению ММ может быть предложена генная терапия с
использованием суицидных генов. К ключевым факторам, определяющим успех генной терапии,
относится выбор носителя генетической конструкции. Перспективной группой невирусных носи-
телей для доставки экспрессирующихся генных конструкций в клетки считаются катионные флан-
кированные цистеином (Cys-фланкированные) пептиды, образующие плотные комплексы с ДНК
за счет электростатических взаимодействий и наличия межпептидных дисульфидных связей. Про-
ведено сравнительное изучение физико-химических, токсических и трансфекционных свойств
ДНК-пептидных комплексов, полученных с помощью матричной полимеризации или окислитель-
ной поликонденсации Cys-фланкированных пептидов с использованием ограничителя роста цепи
2-аминоэтантиола. Продемонстрирован генотерапевтический эффект доставки плазмиды pPTK-1,
несущей ген тимидинкиназы вируса простого герпеса типа 1 (HSV-1), в клетки культур PANC-1 и
HEK-293Т, а также в первичные клетки ММ. Показано, что трансфекция первичных клеток ММ
носителями, полученными в результате окислительной поликонденсации, проходит более эффек-
тивно, чем с образующимися при матричной полимеризации. Обработка ганцикловиром приводи-
ла к гибели почти 40% клеток ММ, трансфицированных плазмидой pPTK-1. Обсуждается перспек-
тивность использования носителя polyR6, полученного окислительной поликонденсацией, в каче-
стве основы для создания модульных пептидных носителей в генной терапии ММ.
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ВВЕДЕНИЕ

Генная терапия представляет собой лечение с
помощью введения в клетку нуклеиновых кислот и
их производных с целью исправления/компенсации
генных дефектов или направленного воздействия на
процессы реализации генетической информации
[1]. Генную терапию используют при лечении ши-
рокого спектра наследственных и приобретенных
заболеваний, в частности, начаты исследования в
отношении таких гинекологических заболеваний,
как эндометриоз и миома матки [2–5].

Миома матки (ММ) ‒ это доброкачественная
гормонозависимая опухоль, развивающаяся в

миометрии [6, 7]. На настоящий момент не суще-
ствует эффективного метода лечения ММ. Хирур-
гический метод (миомэктомия) продолжает оста-
ваться основным для этой категории больных. В
случае миомэктомии удаление опухоли в боль-
шинстве случаев позволяет сохранить фертильный
потенциал женщины, однако увеличивает риск
бесплодия в перспективе [8]. Среди консерватив-
ных подходов к лечению ММ можно выделить те-
рапию агонистами высвобождающего гонадотро-
пин гормона (GnRH), которые ингибируют син-
тез стероидов и вызывают химическую менопаузу
[9]. Однако применение гормональной терапии
ограничено длительностью действия (3–6 мес.

Сокращения: АЭТ ‒ 2-аминоэтантиол; ММ ‒ миома матки; ПЭИ ‒ полиэтиленимин; HSV-1 (herpes simplex virus type 1) ‒
вирус простого герпеса типа 1.
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после окончания курса) и сопряжено с тяжелыми
побочными эффектами, в первую очередь, необ-
ратимыми потерями плотности костной ткани [10].
На основании вышесказанного можно сделать вы-
вод о необходимости поиска новых подходов к ле-
чению ММ, не влияющих на овуляцию. Четкая
локализованность опухолей ММ и доступность
при использовании различных эндоскопических
методик позволяет рассматривать их как идеаль-
ную мишень для генной терапии с помощью суи-
цидных генов [11].

Актуальной проблемой генной терапии оста-
ется проблема эффективной доставки генетиче-
ских конструкций в клетки и ткани организма.
Один из возможных подходов для ее решения ‒
разработка синтетических носителей на основе
поли- и олигопептидов. К преимуществам этих
соединений относят биодеградируемость и воз-
можность модификации структуры и аминокис-
лотного состава носителя [12, 13]. Например,
включение в состав пептидных носителей остат-
ков гистидина позволяет обеспечивать выход
комплексов из эндосом [14]. В ряде работ в каче-
стве средств доставки ДНК использованы пеп-
тиды, содержащие остатки аргинина [15–20].
Эффективность этих Arg-богатых носителей
связывают с наличием в их составе гуанидино-
вых групп, которые, взаимодействуя с гликоза-
мингликанами клеточной мембраны, повышают
эффективность проникновения лекарственного
препарата в клетки [21].

Ранее исследовали возможность использова-
ния невирусных носителей на основе высокомо-
лекулярных катионных полипептидов в качестве
средств доставки нуклеиновых кислот в клетки,
но столкнулись с их высокой токсичностью [22].
Что касается низкомолекулярных катионных
олигопептидов, то они не способны образовывать
стабильные комплексы и эффективно защищать
ДНК от деградации [23]. Для решения проблемы
стабильности комплексов низкомолекулярных
пептидов с ДНК используют метод перекрестных
сшивок между молекулами носителя с образова-
нием соединения с большей молекулярной мас-
сой. Так, при наличии остатков цистеина, фланки-
рующих последовательность низкомолекулярных
пептидов, возможно образование дисульфидных
связей между молекулами пептидов с образовани-
ем полимера. Сшивающиеся за счет остатков Cys
пептиды способны формировать стабильные ком-
плексы с ДНК [24]. После попадания в клетку про-
исходит деполимеризация носителя за счет разру-
шения дисульфидных связей глутатионом и вы-
свобождение ДНК из состава комплекса, при этом
токсичность соединения снижается до уровня
низкомолекулярных пептидов [25, 26]. Сейчас для
формирования комплексов Cys-фланкированных
пептидов с ДНК используют два подхода. Первый ‒
матричная полимеризация. В этом случае дисуль-

фидные связи между пептидами образуются во
время формирования комплекса с матрицей ДНК.
Второй ‒ окислительная поликонденсация. Здесь
полимеризацию пептидов проводят до компакти-
зации ДНК ‒ путем образования межпептидных
дисульфидных связей в присутствии хаотропного
агента диметилсульфоксида (DMSO) [17, 27–29].

В работе исследованы комплексы ДНК с Arg-
богатыми пептидными носителями, которые по-
лучены двумя различными способами полиме-
ризации за счет образования межпептидных ци-
стиновых связей. Изучены физико-химические
свойства полученных комплексов (размер, эф-
фективность комплексообразования), их транс-
порт внутрь клетки, токсичность и трансфекци-
онная эффективность in vitro. Проведено модели-
рование суицидной генной терапии ММ путем
переноса в первичные клетки, полученные из ми-
оматозных узлов, гена тимидинкиназы вируса
простого герпеса типа 1 (HSV-1) с последующей
оценкой их пролиферативной активности после
обработки ганцикловиром.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Получение пептидных носителей. Синтез пеп-

тида R6 (аминокислотная последовательность
Cys-His-Arg6-His-Cys) проведен в ООО “НПФ Вер-
та” (Санкт-Петербург) методом твердофазного
пептидного Вос-синтеза. Степень очистки пепти-
дов, по результатам ВЭЖХ, составляла 90‒95%. В
качестве контрольного носителя использовали
разветвленный полиэтиленимин (ПЭИ) с моле-
кулярной массой 25 кДа (“Sigma Aldrich”, США).
Неполимеризованный пептид R6 растворяли в
0.1%-ной трифторуксусной кислоте для предот-
вращения образования дисульфидных связей и
использовали для последующей полимеризации.
Пептидный носитель получали двумя способами:
1) методом матричной полимеризации, где меж-
пептидные цистиновые сшивки образуются в
процессе комплексообразования R6 с матрицей
ДНК (рН 7.5); и 2) окислительной поликонденса-
цией, которую проводили в 30%-ном растворе
DMSO, содержащем 30 мМ пептид R6 и 33 мол. %
2-аминоэтантиола (АЭТ), в течение 96 ч при до-
ступе кислорода воздуха (полученный продукт
далее обозначен как PolyR6) [17, 29].

Плазмидные конструкции. В работе использо-
вали следующие плазмидные ДНК: 1) конструк-
ция pCMV-nls-lacZ, содержащая маркерный ген
бактериальной β-галактозидазы Escherichia coli,
модифицированной сигналом ядерной трансло-
кации (предоставлена Prof. B. Scholte, Erazmus
University Rotterdam, Нидерланды); 2) конструк-
ция pEXPR-IBA5-eGFP, содержащая маркерный
ген зеленого флуоресцентного белка GFP (“Iba
GmbH”, Германия); 3) конструкция pPTK1, со-
держащая ген тимидинкиназы HSV-1 (предостав-
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лена к.б.н., с.н.с. С.В. Орловым, Институт экспе-
риментальной медицины, Санкт-Петербург, Рос-
сия). Препаративное выделение плазмидных ДНК
проводили по стандартной методике щелочного
лизиса с последующей двукратной очисткой ДНК
в градиенте плотности хлорида цезия [30].

Формирование комплексов ДНК/носитель. К
серии проб, содержащих различные количества
носителей R6 или polyR6, растворенных в 20 мкл
буфера HBM (0.27 М маннитол, 5 мM HEPES,
pH 7.5), в соответствии с зарядовыми соотноше-
ниями ДНК/носитель (соотношение суммарных
зарядов отрицательно заряженных групп ДНК и
положительно заряженных групп носителя, кото-
рую рассчитывали по концентрации свободных
аминогрупп и гуанидиновых групп пептида R6,
равной 4.18 мкM), добавляли 1 мкг плазмидной
ДНК в 20 мкл буфера HBM и инкубировали 30 мин.
Образование комплексов анализировали мето-
дом вытеснения бромистого этидия [31]. В каче-
стве контроля использовали комплексы ДНК с
ПЭИ (рН 7.5) с зарядовым соотношением 1/8,
сформированные в НВМ. Для этого к 40 мкл рас-
твора, содержащего 1.1 мкг ПЭИ, добавляли рав-
ный объем раствора, содержащего 1 мкг ДНК, и
инкубировали в течение 30 мин.

Анализ образования комплексов ДНК/носитель
методом вытеснения бромистого этидия [31]. Ана-
лиз проводили в 96-луночных планшетах с плос-
ким дном (ОАО “Медполимер”, Россия). До фор-
мирования комплексов в каждую лунку планшета
вносили 20 мкл буфера НВМ, содержащего 0.5 мкг
ДНК и 400 нг/мл бромистого этидия, после чего
добавляли 20 мкл раствора носителя в соответ-
ствии с зарядовыми соотношениями ДНК/но-
ситель. Планшет с продуктом окислительной
поликонденсации ‒ polyR6 ‒ оставляли в тече-
ние 30 мин при комнатной температуре в защи-
щенном от света месте для окончательного фор-
мирования комплекса носителя с ДНК. Планшет
с R6 оставляли при комнатной температуре в те-
чение 2 ч в защищенном от света месте для обра-
зования дисульфидных связей на матрице ДНК.
После инкубации вносили в каждую лунку воду
до конечного объема 100 мкл. Измерение интен-
сивности флуоресценции проводили на флуори-
метре Wallac 1420D (“ThermoFisher Scientific Oy”,
Финляндия) при длинах волн 540/590 нм и вре-
мени экспозиции 5 с. Для каждого соотношения
ДНК/носитель измерение интенсивности флуорес-
ценции (F) проводили в трех повторах. Эффектив-
ность вытеснения бромистого этидия рассчитывали
по формуле: (F ‒ Ff)/(Fb ‒ Ff), где Ff и Fb – интен-
сивность флуоресценции бромистого этидия соот-
ветственно в отсутствие и в присутствии ДНК.

Определение размера и дзета-потенциала ком-
плексов ДНК/носитель. Для исследования разме-
ра и дзета-потенциала комплексов ДНК/носи-

тель с зарядовым соотношением 1/8 брали образ-
цы, содержащие 5 мкг ДНК. Размер комплексов
определяли методом динамического рассеяния све-
та, а дзета-потенциал ‒ методом микроэлектрофо-
реза. Измерения проводили на приборе Zetasizer
Nano ZS (“Malvern Instruments”, Великобритания).

Клеточные культуры. Эксперименты по транс-
фекции in vitro проводили на клетках карциномы
поджелудочной железы человека PANC-1 и клет-
ках почки эмбриона человека HEK-293T из кол-
лекции клеточных культур Института цитологии
РАН (Санкт-Петербург, Россия), а также на пер-
вичных клетках ММ, полученных из миоматоз-
ных узлов в НИИ АГиР им. Д.О. Отта. Образцы
миоматозных узлов были получены при миомэк-
томии от трех пациенток с ММ. Исследование
одобрено этическим комитетом НИИ АГиР им.
Д.О. Отта и выполнено с добровольного инфор-
мированного согласия пациенток.

Образцы узлов помещали в физиологический
раствор, измельчали на фрагменты диаметром
около 3 мм, обрабатывали коллагеназой IV типа
(“Sigma Aldrich”, США) (концентрация 200 ед./мл)
в питательной среде Игла MEM (“Биолот”, Рос-
сия) и инкубировали в течение 90‒120 мин при
37°С, после чего фрагменты ткани ресуспендирова-
ли. К полученной суспензии клеток добавляли пи-
тательную среду AmnioMax Basal Medium с 10% сы-
воротки AmnioMax Supplement (“Sigma Aldrich”) и
вносили в культуральные флаконы; после перво-
го пассажа среду меняли на DMEM-F12 с 10% эм-
бриональной сыворотки крупного рогатого скота
(FBS; “Sigma Aldrich”) и продолжали культивиро-
вание при 37°С и 5% CO2 в течение 2‒6 недель.

Анализ цитотоксичности комплексов ДНК/но-
ситель. Токсические свойства комплексов носи-
тель/ДНК исследовали с использованием Alamar
Blue (“BioSources International”, США). Клетки
PANC-1 рассевали на культуральные 96-луноч-
ные планшеты (“Nunc”, Дания) из расчета 1.6 ×
× 104 клеток в лунку, содержащую 175 мкл стан-
дартной культуральной смеси, состоящей из сре-
ды DMEM, 10% FBS (“Биолот”) и 0.01 мкг/мл
гентамицина, и культивировали в течение 24 ч,
после чего промывали средой DMEM и вносили
175 мкл среды и затем суспензию комплексов
ДНК/носитель из расчета 0.7 мкг ДНК на лунку.
Планшет помещали в инкубатор с температурой
37°C и 5% СО2 на 4 ч, после чего вносили в каж-
дую лунку по 175 мкл стандартной культуральной
смеси, содержащей 10% раствора Alamar Blue, и
продолжали инкубацию в тех же условиях в тече-
ние 16 ч. Интенсивность флуоресценции измеря-
ли на флуориметре Wallac 1420D при длинах волн
530/590 нм. Относительное содержание клеток
после добавления комплексов рассчитывали по
формуле: [(F ‒ Ff)/(Fb ‒ Ff)] × 100%, где Fb ‒ ин-
тенсивность флуоресценции красителя в отсут-
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ствие комплексов ДНК/носитель и Ff – интен-
сивность флуоресценции красителя Alamar Blue в
отсутствие клеток.

Проникновение комплексов ДНК/носитель в
клетки млекопитающих in vitro. В образец плаз-
мидной ДНК добавляли интеркалирующий кра-
ситель YOYO-1 (“Invitrogen”) из расчета 1 молекула
красителя на 50 п.н. ДНК и инкубировали смесь 1 ч,
после чего вносили раствор носителя для достиже-
ния зарядового соотношения ДНК/носитель 1/8.
Клетки PANC-1 рассевали на культуральные
48-луночные планшеты (“Nunc”) из расчета
8.0 × 104 клеток на лунку, содержащую 500 мкл
стандартной культуральной смеси, и культивиро-
вали в течение 24 ч. Перед трансфекцией среду
меняли на не содержащую FBS и добавляли ком-
плексы, содержащие 2 мкг ДНК и растворенные в
80 мкл HBM. Эту процедуру и все последующие
проводили в темноте. Планшеты с клетками по-
мещали в термостат с температурой 37°С и 5%
СО2 на 2 ч, после чего дважды промывали PBS.
Клетки снимали с планшета раствором 0.25%-но-
го трипсина с 1 мМ EDTA, осаждали центрифуги-
рованием при 100 g и ресуспендировали в 100 мкл
PBS. В каждую пробирку добавляли по 5 мкл рас-
твора пропидия йодида (PI; 50 мкг/мл PBS,
рН 7.4) и инкубировали при 4°C в течение 5 мин.
Флуоресценцию 1 × 104 клеток анализировали на
проточном цитофлуориметре BD FACS-Canto II
(“Becton-Dickinson Biosciences”, США) при дли-
не волны возбуждения 488 нм.

Трансфекция клеток человека комплексами
ДНК/носитель. Клетки PANC-1 рассевали на куль-
туральные 48-луночные планшеты (“Nunc”) из рас-
чета 6 × 104 клеток на лунку, содержащую 500 мкл
стандартной культуральной смеси, культивировали
в течение 24 ч, промывали средой DMEM и вноси-
ли 500 мкл среды DMEM без FBS в каждую лунку.
Комплексы ДНК/носитель в буфере HBM вноси-
ли из расчета 2 мкг ДНК на лунку. Планшет по-
мещали на 4 ч в термостат с температурой 37°С и
5% СО2, промывали средой DMEM, вносили в
каждую лунку по 500 мкл стандартной культураль-
ной смеси, инкубировали при температуре 37°С и
5% СО2 в течение 48 ч и анализировали экспрес-
сию репортерного гена.

Анализ экспрессии репортерного гена lacZ. После
удаления культуральной смеси планшет дважды
промывали PBS и в каждую лунку вносили 80 мкл
полного буфера для лизиса, который готовили не-
посредственно перед использованием (в 10 мл не-
полного 1× буфера (pH 7.8), содержащего 25 мM
глицилглицин, 15 мM MgSO4, 4 мM EGTA (этилен-
гликольтетрауксусная кислота), 1% Тритон X-100,
1 мМ дитиотреитол (DTT) и 1 мМ фенилметил-
сульфонилфторид (PMSF)). Лизис вели при ‒70°С
в течение не менее 1 ч, после чего из каждой лунки
отбирали 50 мкл лизата, вносили в 96-луночный

планшет и добавляли 50 мкл буфера, содержащего
200 мM натрий-фосфатный буфер (pH 7.3) и 2 мM
MgCl2, с 1 мг/мл 4-метилумбеллиферил-β-D-га-
лактопиранозида (MUG; “Sigma-Aldrich”), ис-
пользуемого в качестве субстрата β-галактозида-
зы. Реакционную смесь инкубировали в течение
1.5 ч при 37°С и затем останавливали реакцию, вно-
ся в каждую лунку 100 мкл стоп-реагента (0.2 M гли-
цин, pH 10.0). Интенсивность флуоресценции из-
меряли на флуориметре Wallac 1420D при длине
волны излучения 355 нм и возбуждения 460 нм и
времени экспозиции 0.1 с. В качестве контроля
использовали фермент β-галактозидазу с извест-
ной активностью, по которой строили калибро-
вочную кривую зависимости интенсивности флу-
оресценции от активности фермента.

Концентрацию белка в лунке определяли мето-
дом Бредфорд с модификациями [32]. Для этого ли-
зат разводили в 100 раз (до конечной концентрации
тритона Х-100 0.01%) и переносили 20 мкл разве-
денного лизата в лунки 96-луночного планшета,
добавляли 180 мкл реагента Бредфорд следую-
щего состава (на 1 л водного раствора): 100 мг ку-
масси G-250, 50 мл 95%-ного этанола, 100 мл
85%-ной фосфорной кислоты. Калибровочную кри-
вую строили по растворам BSA (“Sigma-Aldrich”) с
разной концентрацией. В качестве отрицательного
контроля использовали 20 мкл 0.01× буфера для
лизиса. Измерения проводили на спектрофото-
метре Multiscan plus P (“Labsystems”, Финлян-
дия). По калибровочной кривой зависимости
оптической плотности от концентрации BSA
рассчитывали концентрацию белка в анализи-
руемых образцах. Активность β-галактозидазы
оценивали в единицах активности (mU) на 1 мг
белка в каждой лунке.

Анализ экспрессии репортерного гена gfp. Из лу-
нок планшета удаляли культуральную смесь, по-
сле чего промывали лунки PBS. Клетки снимали
с планшета путем добавления в каждую лунку по
80 мкл раствора трипсин‒версен (1 : 3) с последу-
ющей инкубацией в течение 10 мин при темпера-
туре 37°С. Клетки суспендировали в 300 мкл PBS.
Количество GFP-положительных клеток определя-
ли методом проточной цитофлуориметрии на при-
боре FACS Canto II (“Becton Dickinson”, США).

Анализ пролиферативной активности клеток ми-
омы матки после суицидной генной терапии. Клет-
ки, которые были получены из одного миоматоз-
ного узла, распределяли по 3 флаконам для одной
серии экспериментов. Данные, полученные из
каждой серии экспериментов, считали одним
повтором (n). В каждом исследовании проведе-
но три‒пять независимых серий экспериментов
с клетками из разных миоматозных узлов. Пер-
вичные клетки ММ рассевали на культуральные
96-луночные планшеты (“Nunc”) из расчета 1.5 ×
× 104 клеток на лунку, содержащую 200 мкл стан-
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дартной культуральной смеси, и культивировали
в течение 24 ч, после чего планшет промывали
средой DMEM-F12. В лунки вносили по 200 мкл
среды и суспензию комплекса ДНК/носитель из
расчета 0.35 мкг ДНК (плазмида pPTK1) на лун-
ку. Планшеты инкубировали в термостате при
37°С и 5% СО2 в течение 2 ч, промывали средой
DMEM, вносили в каждую лунку по 200 мкл стан-
дартной культуральной смеси и вновь помещали
в термостат на 24 ч. Среду меняли на 200 мкл
стандартной культуральной смеси с 50 мкг/мл
ганцикловира и оставляли планшет в термостате
на 96 ч, после чего среду меняли на 100 мкл стан-
дартной культуральной смеси, содержащей 10%
раствора Alamar Blue, и инкубировали планшет
еще 2 ч. Интенсивность флуоресценции измеря-
ли на флуориметре Wallac 1420D при длинах волн
530/590 нм. Количество живых клеток после до-
бавления комплексов рассчитывали по формуле
(F ‒ Ff)/(Fb ‒ Ff), где Fb – интенсивность флуо-
ресценции красителя в отсутствие комплексов
ДНК/носитель, а Ff – интенсивность флуорес-
ценции красителя Alamar Blue в отсутствие кле-
ток. Фотографии клеток получали на микроскопе
AxioObserver Z1 (“Carl Zeiss”, Германия) с исполь-
зованием программы AxioVision при 100-кратном
увеличении.

Масс-спектрометрический анализ. Для опреде-
ления молекулярной массы носителя polyR6 об-
разцы после окислительной поликонденсации
анализировали на тандемном времяпролетном
масс-спектрометре AB Sciex 5800 TOF/TOF (“AB
Sciex”, США) в линейном режиме (linear mode), в
качестве вещества матрицы использовали сина-
пиновую кислоту.

Статистические методы. Результаты эксперимен-
тов представлены с отображением стандартной
ошибки среднего (±SEM) или стандартного откло-
нения (±SD). Достоверность различий между кон-
тролем и опытом, а также между опытами оценива-
ли при помощи t-критерия Стьюдента и U-критерия
Манна-Уитни с использованием статистической
программы InStat3 (“GraphPad Software”, США).

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Анализ конденсации плазмидной ДНК
в составе комплексов с носителями

Степень конденсации ДНК в комплексе с Cys-
фланкированными Arg-богатыми носителями оце-
нивали методом вытеснения бромистого этидия из
комплексов. В каждом образце измеряли флуорес-
ценцию интеркалирующего агента. Свечение бро-
мистого этидия с плазмидной ДНК без носителя
принимали за 100%. Выявлено, что с увеличением
концентрации носителей происходит гашение
флуоресценции в связи с тем, что при повышении
плотности формирующихся комплексов снижа-

ется доступ молекул красителя к молекулам ДНК.
Показано, что при образовании комплекса ДНК с
носителями R6 и polyR6 падение флуоресценции
происходит при одинаковом зарядовом соотно-
шении ДНК/носитель, равном 1/1.5 (рис. 1). Вы-
ход кривых на плато означал, что комплексы до-
стигали плотности, достаточной для полного га-
шения флуоресценции бромистого этидия.

Определение размера и дзета-потенциала 
комплексов ДНК с носителями

Размер комплексов ДНК/R6 и ДНК/polyR6 с
зарядовым соотношением 1/8 определяли мето-
дом динамического светорассеяния (табл. 1). Раз-
меры комплексов носителей с ДНК варьировали
в диапазоне 88–100 нм и составляли в среднем
98.50 ± 0.89 нм для ДНК/R6 и 89.04 ± 0.35 нм для
ДНК/polyR6.

Дзета-потенциал комплексов ДНК/носитель с
зарядовым соотношением 1/8 измеряли методом
микроэлектрофореза. Как видно из табл. 1, дзета-
потенциалы комплексов ДНК/R6 и ДНК/polyR6
отличались: 18.7 ± 0.4 и 32.5 ± 0.6 мВ соответ-
ственно.

Рис. 1. Исследование ДНК-связывающих свойств
носителей. Зависимость интенсивности флуорес-
ценции бромистого этидия (в процентах) от зарядо-
вого соотношения ДНК/носитель в комплексах
ДНК/R6 и ДНК/polyR6. Результаты представлены
как среднее ± SD.
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Таблица 1. Размеры и дзета-потенциал комплексов
пептидных носителей с ДНК*

* Результаты представлены как среднее ± SD.

Носитель Размер
комплекса, нм

Дзета-потенциал 
комплекса, мВ

R6 98.50 ± 0.89 18.7 ± 0.4
polyR6 89.04 ± 0.35 32.5 ± 0.6
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Определение молекулярной массы носителя, 
образованного в результате

окислительной поликонденсации

Молекулярную массу носителя polyR6, обра-
зованного в результате окислительной поликон-

денсации, определяли методом масс-спектромет-
рии MALDI-TOF. Обнаружено, что в результате
окислительной поликонденсации образуется смесь
полимеров с молекулярной массой 2.9‒23.0 кДа
(табл. 2), что соответствует полимерам со степенью
полимеризации мономеров от 2 до 16, как правило,
полностью модифицированных АЭТ. Только в
случае димеров и тримеров наблюдали отсутствие
или частичную АЭТ-модификацию.

Анализ цитотоксичности комплексов 
ДНК/носитель

Цитотоксичность комплексов ДНК/носитель
исследовали на клетках PANC-1 с использовани-
ем флуоресцентного красителя Alamar Blue (реза-
зурин). Клетки PANC-1 трансфицировали ком-
плексами носителей R6 и polyR6 с плазмидной
ДНК, содержащей ген β-галактозидазы. Исполь-
зовали комплексы ДНК/носитель с зарядовыми
соотношениями 1/8 и 1/12. К клеткам добавляли
краситель Alamar Blue и измеряли интенсивность
флуоресценции. За 100% принимали интенсив-
ность флуоресценции красителя Alamar Blue, до-
бавленного к интактным клеткам. В качестве
контроля использовали некомпактизованную в
носитель ДНК, а также комплексы ДНК/ПЭИ
при зарядовом соотношении 1/8 (рис. 2).

Показано, что комплексы пептидных носите-
лей с ДНК не токсичны для клеток PANC-1 ‒
обработка комплексами не приводила к значи-
мому изменению их количества, как в сравнении
с клетками, обработанными некомпактизован-
ной ДНК, так и с клетками без воздействия. Как
видно из рис. 2, ПЭИ оказался более токсичным
для клеток PANC-1, чем комплексы ДНК с носи-
телями.

Анализ эффективности проникновения комплексов 
ДНК/носитель в клетки

Способность проникать в клетки исследовали
с использованием меченных красителем YOYO-1
комплексов ДНК/носитель с зарядовым соотно-
шением 1/8. Анализ проводили методом проточ-
ной цитофлуорометрии на клетках PANC-1 и
HEK-293T. Жизнеспособность исходных клеток
оценивали по негативной реакции с PI. Эффек-
тивность проникновения комплексов с пептидны-
ми носителями оценивали по интенсивности флу-
оресценции в образце, содержащем 5 × 103 клеток.
В качестве контроля эффективности проникнове-
ния использовали комплексы ДНК с ПЭИ (рис. 3).

На основании полученных результатов можно
предполагать, что эффективность проникнове-
ния в клетки комплексов ДНК/носитель зависит
от способа полимеризации носителя. Так, в клет-
ки PANC-1 комплексы ДНК/polyR6 проникали
на порядок эффективнее, чем ДНК/R6, хотя для

Таблица 2. Определение молекулярной массы носите-
ля polyR6 масс-спектрометрией MALDI-TOF

Молекулярная масса, Да
Степень 

полимеризациитеорети-
ческая экспериментальная

2871.44 2865.96 (R6)2
2948.59 2943.59 АЭТ-(R6)2
3025.74 3018.79 АЭТ-(R6)2-АЭТ
4307.16 4297.97 (R6)3
4384.31 Не обнаружен АЭТ-(R6)3
4461.46 4450.28 АЭТ-(R6)3-АЭТ
5897.18 5881.75 АЭТ-(R6)4-АЭТ
7332.90 Не обнаружен АЭТ-(R6)5-АЭТ
8768.62 8715.18 АЭТ-(R6)6-АЭТ

10204.34 10 907.67 АЭТ-(R6)7-АЭТ
11640.06 Не обнаружен АЭТ-(R6)8-АЭТ
13075.78 13283.00 АЭТ-(R6)9-АЭТ
14511.50 Не обнаружен АЭТ-(R6)10-АЭТ
15947.22 15822.83 АЭТ-(R6)11-АЭТ
17382.94 16833.21 АЭТ-(R6)12-АЭТ
18818.66 18302.42 АЭТ-(R6)13-АЭТ
20254,38 Не обнаружен АЭТ-(R6)14-АЭТ
21690.10 21109.40 АЭТ-(R6)15-АЭТ
23125.82 22725.81 АЭТ-(R6)16-АЭТ

Рис. 2. Выживаемость клеток PANC-1 после транс-
фекции плазмидой pCMV-nls-lacZ в комплексе c но-
сителями R6 или polyR6 при зарядовых соотношени-
ях 1/8 и 1/12. Относительное количество живых кле-
ток определяли по флуоресценции реагента Alamar
Blue. Результаты представлены как среднее ± SD.
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клеток HEK-293T эта разница была меньше.
Клетки PANC-1 и HEK-293T при трансфекции
комплексом ДНК/polyR6 давали сигнал флуорес-
ценции 7 968 ± 2 081 RFU и 1 954 ± 517 RFU соот-
ветственно. В случае комплекса ДНК/R6 сигнал
был гораздо ниже: 720 ± 125 RFU для клеток
PANC-1 и 541 ± 51 RFU для клеток HEK-293T.
Кроме того, комплекс ДНК/polyR6 проникал в
клетки PANC-1 достоверно эффективнее, чем
контрольный комплекс ДНК/ПЭИ: 1247 ± 155
RFU для PANC-1 и 693 ± 84 RFU для HEK-293T
(p < 0.05).

Эффективность трансфекции комплексами 
ДНК/носитель in vitro

Анализ трансфекционной активности прово-
дили на клетках PANC-1 и HEK-293T и ком-
плексах плазмидной ДНК pCMV-nls-lacZ с но-
сителями R6 и polyR6 с двумя зарядовыми соот-
ношениями: 1/8 и 1/12 (рис. 4а, б). В качестве
положительного контроля трансфекции исполь-
зовали плазмидную ДНК, упакованную носите-
лем ПЭИ при зарядовом соотношении 1/8. В ка-
честве отрицательного контроля использовали
плазмиду без носителя. В каждом образце изме-
ряли активность фермента β-галактозидазы и
нормализовали ее к общему количеству белка в
лунке. При трансфекции клеток комплексами
ДНК/R6, сформированными в результате матрич-
ной полимеризации, эффективность трансфекции
была выше при зарядовом соотношении 1/8, чем
1/12: на клетках PANC-1 активность β-галактози-
дазы составила 325 ± 56 и 63 ± 17 mU/мг белка, а
на клетках HEK-293T ‒ 1239 ± 49 и 285 ± 3 mU/мг
белка соответственно. Активность β-галактози-
дазы после трансфекции клеток PANC-1 ком-
плексами ДНК/polyR6 при соотношении 1/8
была на уровне 2405 ± 377 mU/мг белка, тогда
как в клетках HEK-293T она была ниже: 1 499 ±
± 82 mU/мг белка. Самая высокая ферментатив-
ная активность после проведения трансфекции
зарегистрирована для комплексов ДНК/polyR6
при зарядовом соотношении 1/12 и составила
3517 ± 614 mU/мг белка в клетках PANC-1 и 2407 ±
± 327 mU/мг белка в клетках HEK-293T. Стоит
отметить, что эффективность трансфекции обеих
линий клеток комплексами, сформированными с
ДНК полимерами, полученными окислительной
поликонденсацией, была сравнима или выше тако-
вой для комплексов ДНК с ПЭИ (2034 ± 146 mU/мг
белка в клетках PANC-1 и 2033 ± 334 mU/мг белка
в клетках HEK-293T). На основании полученных
результатов можно утверждать, что трансфекци-
онная активность комплексов ДНК/polyR6 вы-
ше, чем комплексов, образованных в результате
матричной полимеризации (p < 0.001).

Далее был проведен ряд экспериментов по
трансфекции клеток линии PANC-1 комплекса-

ми плазмиды pEXPR-IBA5-eGFP, содержащей
ген белка GFP, с носителями R6 и polyR6 при за-
рядовом соотношении 1/8 (рис. 4в). В результате
показано, что комплексы ДНК/R6 трансфициро-
вали 1.8% клеток PANC-1, а ДНК/polyR6 ‒ 28%.
Для комплексов ДНК/ПЭИ зарегистрировано
около 23% GFP-положительных клеток. Таким об-
разом, результаты, полученные с использованием
плазмиды pEXPR-IBA5-eGFP и цитологического
метода анализа, согласуются с данными, получен-
ными биохимическим методом с использовани-
ем плазмиды pCMV-nls-lacZ; и на этом основа-
нии можно говорить о высокой эффективности
комплексов ДНК с носителем polyR6, сформи-
рованным в результате окислительной поликон-
денсации.

Пролиферативная активность клеток миомы 
матки после проведения суицидной генной терапии

Для проведения суицидной генной терапии
была получена первичная культура клеток из ми-
оматозных узлов пациенток с ММ после миомэк-
томии. Для экспериментов использовали культу-
ры клеток 2 и 3 пассажей. Для трансфекции ис-
пользована плазмидная ДНК рРТК1, содержащая
ген тимидинкиназы HSV-1. Комплексы ДНК/R6
и ДНК/polyR6 были сформированы при зарядо-
вых соотношениях 1/8 и 1/12. В качестве кон-
трольных использовали комплексы с плазмидной
ДНК, содержащей только репортерный ген lacZ.

Рис. 3. Эффективность проникновения в клетки ком-
плексов ДНК/носитель. Интенсивность флуоресцен-
ции клеток PANC-1 и HEK-293T после трансфекции
плазмидной ДНК, меченной интеркалирующим кра-
сителем YOYO-1, в комплексе с носителями R6 или
polyR6 при зарядовом соотношении ДНК/носитель 1/8.
Результаты представлены как среднее ± SEM. **p < 0.01
при сравнении с R6.
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Рис. 4. Трансфекционная активность комплексов ДНК/носитель. Активность β-галактозидазы в клетках PANC-1 (а)
и HEK293T (б) после трансфекции плазмидой pCMV-nls-lacZ в комплексе с R6 и polyR6 при зарядовых соотношениях 1/8
и 1/12. Активность β-галактозидазы выражена в условных единицах активности на 1 мг общего белка (mU/мг белка).
в ‒ Относительное количество GFP-положительных клеток PANC-1 (%) после трансфекции плазмидой pEXPR-
IBA5-eGFP в комплексе c R6 и polyR6 при зарядовых соотношениях 1/8. Результаты представлены как среднее ± SEM.
*p < 0.05, ***p < 0.001 по сравнению с (а, б) активностью β-галактозидазы и (в) относительным количеством GFP-по-
ложительных клеток после трансфекции комплексами ДНК/R6.
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После трансфекции клеток ММ и последующей
обработки ганцикловиром оценивали их проли-
феративную активность с помощью красителя
Alamar Blue. Количество необработанных клеток
принимали за 100% (рис. 5). Показано, что обра-
ботка клеток только ганцикловиром (контроль)
не приводит к значимому снижению их количе-
ства ‒ сохраняется на уровне 93%. Трансфекция
клеток ММ комплексами плазмиды pCMV-nls-
lacZ с носителями приводила к небольшому сни-
жению их пролиферации относительно необрабо-
танных клеток, что может быть обусловлено сла-
бым токсическим действием комплексов на эти
клетки. В то же время токсичность изучаемых ком-
плексов (23‒34%) не превышала таковую для ком-
плексов с коммерческим носителем ПЭИ (38%).

При использовании плазмиды рРТК1, содержа-
щей в своем составе ген тимидинкиназы HSV-1, на-
блюдали достоверное снижение количества жи-
вых клеток в отличие от использования плазмиды
pCMV-nls-lacZ, несущей репортерный ген lacZ.
Доставка комплексов рРТК1 с носителем R6 при
зарядовых соотношениях ДНК/носитель 1/8 и
1/12 приводила к снижению количества клеток со-
ответственно на 15 и 21%, а с носителем polyR6 ‒
на 39 и 40%. Стоит отметить, что при использова-
нии контрольного носителя ПЭИ доставка тера-
певтической плазмиды приводила к снижению ко-
личества живых клеток только на 19% по сравне-
нию с контрольными комплексами с геном lacZ.
Таким образом, после доставки в первичные клет-
ки ММ плазмиды рРТК1, содержащей ген тими-
динкиназы HSV-1, в составе комплекса с носите-
лем polyR6 наблюдали выраженный эффект суи-
цидной генной терапии in vitro.

На рис. 6 представлены микрофотографии
клеток ММ, обработанных ганцикловиром после
трансфекции контрольными и терапевтическими
плазмидами в комплексе с носителем polyR6 ‒ как
более эффективным, чем R6. Из представленных
фотографий видно, что трансфекция терапевтиче-
скими комплексами приводила к значительному
снижению количества клеток ММ по сравнению
с нетрансфицированными клетками и трансфи-
цированными контрольными комплексами.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Проблема эффективной доставки генетиче-
ских конструкций в клетки и ткани организма
не потеряла актуальности в технологии генной те-
рапии. Одним из путей ее решения может быть со-
здание Cys-фланкированных Arg-богатых пептид-
ных носителей, способных обеспечить стабиль-
ность ДНК-комплексов за счет образования
межпептидных дисульфидных связей. Первона-
чально для образования перекрестных сшивок
между молекулами носителя использовали глу-
таральдегид, который повышал стабильность
комплексов ДНК с пептидами как in vitro, так и
in vivo [33]. Основным недостатком такой моди-
фикации была низкая эффективность высво-
бождения ДНК из состава комплексов, что в
свою очередь отрицательно влияло на уровень
экспрессии целевого гена.

Ранее нами разработан Cys-фланкированный
пептидный носитель R6. На основании результатов
собственных исследований, а также литературных
данных в его состав был включен остаток His для
обеспечения эндосомолитических свойств [17, 34,

Рис. 5. Выживаемость первичных клеток миомы матки после трансфекции плазмидой pPTK1 (tk) или pCMV-nls-lacZ
(lacZ) в комплексе c носителями R6 или polyR6 при зарядовых соотношениях 1/8 и 1/12 и последующей обработки
ганцикловиром. Относительное количество клеток определяли с помощью реагента Alamar Blue. Результаты пред-
ставлены как среднее ± SD. *p < 0.05, **p < 0.01 при сравнении с комплексами, несущими плазмиду pCMV-nls-lacZ.
Контроль ‒ клетки, обработанные только ганцикловиром.
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35], а также остатки Arg, что было продиктовано
данными о роли этой аминокислоты в природных
пептидах-пенетратинах, в частности в ТАТ-пеп-
тидах [36], а также о повышенной способности
олигоаргининов, по сравнению с олиголизина-
ми, проникать в клетки [37, 38]. Дополнительным
преимуществом разработанного пептидного но-
сителя была возможность модификации его со-
става. Это может быть присоединение лигандов
для направленной доставки, сигналов ядерной
локализации и др. [18, 19]. Кроме того, показана
перспективность использования пептидного но-
сителя R6 для доставки малых интерферирующих
РНК in vitro и in vivo [3, 39, 40].

Ранее было высказано предположение, что раз-
личные типы полимеризации Cys-фланкирован-
ных пептидов оказывают влияние на их способ-
ность проникать в клетку и способствовать транс-
фекции ДНК [27]. К настоящему моменту уже
исследованы ДНК-пептидные и РНК-пептидные
комплексы, сформированные в результате мат-
ричной полимеризации [25, 39, 41–43] или после
окислительной поликонденсации Cys-фланкиро-
ванных пептидов [26, 29, 44, 45]. В ряде работ про-
ведено сравнение биологических свойств носите-
лей, образованных этими двумя способами поли-
меризации [17, 27, 46, 47].

В проведенном нами исследовании для мат-
ричной полимеризации пептид R6 растворяли в
трифторуксусной кислоте ‒ с целью сохранения
свободных тиольных групп Cys до их “использо-
вания” при полимеризации R6 (за счет образова-
ния межпептидных дисульфидных связей) на
матрице ДНК. Синтез носителя polyR6 проводи-
ли до образования комплексов с ДНК: окисли-

тельную поликонденсацию пептида R6 вели в
присутствии прерывателя роста цепи АЭТ. Ис-
пользование АЭТ позволяет контролировать реак-
цию поликонденсации и, следовательно, молеку-
лярную массу полимеров [27, 29], а также во время
полимеризации присоединять к концам полимера
тиолсодержащие молекулы лигандов, флуорес-
центных меток и т.д. По результатам масс-спектро-
метрического анализа продуктов реакции окисли-
тельной поликонденсации использование АЭТ
позволило ограничить молекулярную массу по-
лимеров 23 кДа (табл. 2). Parker c соавт. [24] сооб-
щали о получении полимерных носителей сход-
ной молекулярной массы в результате окисли-
тельной поликонденсации пептида Cys-Lys16-Cys.
Следует отметить, что в отсутствие прерывателя
окислительной поликонденсации молекулярная
масса полимеров может превышать 180 кДа, что
негативно отражается на токсических свойствах
Cys-фланкированных пептидных носителей [29].

В результате исследования ДНК-компактизу-
ющих свойств носителей R6 и polyR6 показано,
что эти соединения обеспечивают конденсацию
плазмиды при зарядовом соотношении ДНК/но-
ситель 1/2 (рис. 1). Таким образом, способ поли-
меризации пептида не влияет на ДНК-конденси-
рующие свойства получаемых носителей.

Одним из ключевых параметров, влияющих на
трансфекционную активность комплексов ДНК с
невирусными носителями, считается их размер.
Этот параметр в значительной степени влияет на
механизм проникновения комплексов в клетку.
Согласно литературным данным, размер частиц,
способных проникать в клетки по пути клатринза-
висимого эндоцитоза, составляет 100‒200 нм, в то

Рис. 6. Микрофотографии первичных клеток миомы матки, обработанных ганцикловиром после трансфекции тера-
певтическими и контрольными комплексами: а ‒ pPTK1/polyR6 (1/8); б ‒ pPTK1/polyR6 (1/12); в – интактные клетки
(без обработки ганцикловиром); г – pCMV-nls-lacZ/polyR6 (1/8); д – pCMV-nls-lacZ/polyR6 (1/12); е – клетки, обра-
ботанные только ганцикловиром. Увеличение 100×.

ааа ббб ввв

гг ддд еее



МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ  том 54  № 3  2020

Cys-ФЛАНКИРОВАННЫЕ КАТИОННЫЕ ПЕПТИДЫ 507

время как более крупные частицы проникают в
клетку путем макропиноцитоза [48]. Если размер
комплексов катионных полимеров с ДНК не пре-
вышает 100 нм, комплексы могут входить в клетку с
помощью кавеолинопосредованного эндоцитоза
(потоцитоза) [49]. Ранее, при исследовании ком-
плексов ДНК с невирусными носителями, показа-
ли, что наибольшей продолжительностью цирку-
ляции в кровотоке и наибольшей эффективностью
проникновения в клетки опухоли обладают части-
цы размером 70‒200 нм [50]. Размеры полученных
нами комплексов ДНК с носителями R6 и polyR6
варьировали в диапазоне 88–100 нм (табл. 1), то
есть имели оптимальный размер для проникнове-
ния в клетки путем эндоцитоза.

Дзета-потенциал (заряд) комплексов ДНК/но-
ситель также оказывает влияние на их трансфекци-
онную активность. Так, комплексы с положитель-
ным дзета-потенциалом трансфицируют клетки
эффективнее, чем отрицательно заряженные ана-
логи [51]. Дзета-потенциал комплексов ДНК с изу-
ченными носителями зависел от способа полиме-
ризации пептида. Несмотря на то, что оба типа
комплексов были положительно заряженными,
дзета-потенциал комплексов ДНК с носителем
polyR6 был выше (табл. 1). Известно, что при из-
бытке положительного заряда комплексов увели-
чивается сила отталкивания между ними, а способ-
ность к образованию агрегатов снижается [52]. Та-
ким образом, отсутствие агрегации может быть
одной из причин высокой трансфекционной ак-
тивности комплексов ДНК с носителем polyR6.

К важным критериям эффективности носителя
относится его способность доставлять ДНК в клет-
ки, не оказывая на них негативного действия. Из-
вестно 3 основных механизма токсического дей-
ствия поликатионов на клетки: дестабилизация
плазматической мембраны, дестабилизиция внут-
риклеточных мембран (мембраны лизосом, ядер-
ная мембрана), взаимодействие с клеточными
белками и нуклеиновыми кислотами [27]. Цито-
токсичность комплексов ДНК с носителями
определяется такими параметрами, как плот-
ность заряда, молекулярная масса и др. Мы оце-
нивали токсичность комплексов ДНК с само-
сшивающимися Cys-богатыми пептидами с ис-
пользованием красителя Alamar Blue (рис. 2).
Alamar Blue представляет собой нефлуоресциру-
ющий резазурин, который при проникновении в
живые клетки под действием восстановительного
потенциала превращается во флуоресцирующий
резоруфин. Таким образом, Alamar Blue окраши-
вает только пролиферирующие клетки. Токсич-
ность исследованных комплексов сравнивали с
токсичностью комплексов ДНК/ПЭИ, которая
составляла около 10% от общего числа живых
клеток. Обнаружено, что относительное количе-
ство живых клеток после обработки комплексами
ДНК/R6 и ДНК/polyR6 было сравнимо с тако-

вым после внесения в лунку некомпактизован-
ной ДНК. Возможной причиной низкой токсич-
ности исследованных комплексов может быть ре-
дукция дисульфидных связей в полимере R6
после проникновения комплексов в клетку. Эта
гипотеза согласуется с данными о более низкой
токсичности аналогичных носителей по сравне-
нию с поликатионами, не способными к деполи-
меризации [17, 26, 27].

Эффективность проникновения комплексов
ДНК/носитель в клетку изучена нами на клетках
культуры PANC-1 (рис. 3). Выявлено, что эффек-
тивность проникновения напрямую зависит от
способа полимеризации пептидов. Так, комплек-
сы, сформированные после окислительной поли-
конденсации, проникают в клетки в 10 раз более
эффективно, чем комплексы, образованные в ре-
зультате матричной полимеризации. Следует от-
метить, что у комплексов ДНК/polyR6 положи-
тельный заряд выше, чем у ДНК/R6, поэтому ком-
плексы, образованные в результате окислительной
поликонденсации, могут более эффективно взаи-
модействовать с отрицательно заряженной мем-
браной клетки. Manickam и соавт. [27], изучая эф-
фективность проникновения в клетку Arg-бога-
тых пептидных носителей, полученных разными
способами полимеризации, пришли к выводу, что
комплексы с полимерами, образованными поли-
конденсацией, более эффективны, что может быть
обусловлено более сильным взаимодействием Arg-
богатых мотивов с поверхностью клетки по сравне-
нию с комплексами, образованными в результате
матричной полимеризации. Повышенная прони-
кающая способность комплексов c Arg-содержа-
щими носителями, сформированными в результате
окислительной поликонденсации, недавно проде-
монстрирована и в других работах [46, 53, 54].

На клетках культуры PANC-1 мы сравнили
трансфекционную активность комплексов с но-
сителями, полученными разными способами по-
лимеризации (рис. 4). Комплексы с носителями,
образованными поликонденсацией, трансфици-
ровали клетки в 7‒50 раз эффективнее, чем с но-
сителями, полученными матричной полимеризаци-
ей. Ранее Manickam и др. [27], используя ТАТ-пеп-
тид, терминированный остатками Cys, обнаружили,
что в большинстве случаев матричная полимериза-
ция и окислительная поликонденвация дают срав-
нимые по эффективности трансфекции комплексы,
хотя в некоторых экспериментах сформированные
после поликонденсации комплексы проявляют по-
вышенную трансфекционную активность.

На клетках ММ, полученных от пациенток по-
сле миомэктомии, мы смоделировали суицидную
генотерапию in vitro. Этот подход активно приме-
няется в генной терапии опухолей [55]. В опухо-
левые клетки больного доставляют “суицидный”
ген, экспрессия которого вызывает гибель клеток
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(чаще всего это ген тимидинкиназы HSV-1) и обра-
батывают клетки ацикловиром или ганцикловиром
(аналоги гуанозина). Тимидинкиназа HSV-1 эф-
фективно фосфорилирует эти аналоги нуклеоти-
дов, это приводит к их включению в реплицирую-
щуюся ДНК и, следовательно, к преждевременной
терминации репликации, что ведет к гибели кле-
ток. В отличие от тимидинкиназы HSV-1 аналогич-
ный фермент млекопитающих не имеет сродства к
таким аналогам гуанозина, как ганцикловир, и по-
этому не фосфорилирует их [56]. Таким образом,
обработка ацикловиром или ганцикловиром опухо-
левых клеток, трансфицированных плазмидой с ге-
ном тимидинкиназы HSV-1, индуцирует их гибель.
Нами показано, что использование носителя
polyR6 для доставки плазмиды pPTK-1, содержа-
щей ген тимидинкиназы HSV-1, в клетки ММ при-
водило к снижению их количества в 1.7 раз по
сравнению с контролем (рис. 5). Использование
комплексов pPTK-1 с polyR6 было менее эффек-
тивным. Следует отметить тенденцию к снижению
выживаемости клеток ММ при доставке плазмид,
как с геном tk, так и lacZ, с помощью ПЭИ, но до-
стоверной разницы между плазмидами не выяв-
лено. По-видимому, это связано с токсичностью
собственно ПЭИ.

Достигнутая в данной работе эффективность
трансфекции ДНК с использованием носителя
polyR6 сравнима либо превосходит известный
коммерческий носитель ПЭИ, который считают
“золотым стандартом” невирусных средств до-
ставки [53]. Таким образом, polyR6 можно рас-
сматривать в качестве перспективного невирус-
ного носителя ДНК и основы для создания более
совершенных модульных систем доставки. Полу-
ченные в ходе работы результаты могут быть ис-
пользованы в разработках по генной терапии опу-
холей.
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Cys-FLANKED CATIONIC PEPTIDES FOR DELIVERY OF THE HERPES 
SIMPLEX VIRUS THYMIDINE KINASE GENE TO CELLS FOR THE SUICIDE 

GENE THERAPY OF UTERINE LEIOMYOMA
A. A. Egorova1, S. V. Shtykalova1, 2, M. A. Maretina1, A. V. Selyutin1, N. Yu. Shved1,

N. V. Krylova2, A. V. Ilina2, I. A. Pyankov2, S. A. Freund2,
S. A. Selkov1, V. S. Baranov1, 2, and A. V. Kiselev1, *

1Ott Research Institute of Obstetrics, Gynecology and Reproductology, Saint-Petersburg, 199034 Russia
2Saint-Petersburg State University, Saint-Petersburg, 199034 Russia

*e-mail: ankiselev@yahoo.co.uk

Uterine leiomyoma (UL) is the most common benign tumor in women of reproductive age. Gene therapy us-
ing suicidal genes can be promising approach to LM treatment. One of the main factors determining the suc-
cess of gene therapy is carriers for DNA delivery. A promising group of non-viral carriers for the cellular de-
livery of expression vectors is cationic Cys-flanked peptides that can form dense complexes with DNA due to
electrostatic interactions and the presence of interpeptide disulfide bonds. A comparative study of the physi-
co-chemical, toxic and transfection properties of DNA complexes with polypeptides obtained by matrix po-
lymerization or oxidative polycondensation of Cys-flanked peptides was carried out. We demonstrated effect
of gene therapy through delivery of pPTK-1 plasmid carrying the HSV-1 thymidine kinase gene to the
PANC-1 cell culture and the primary UL cells. It was shown that the ability of carriers formed by oxidative
polycondensation to provide DNA transport into the cells increased as compared with carriers formed by ma-
trix polymerization. Carriers formed by polycondensation were shown to mediate efficient transfection of
PANC-1 cells as well as primary UL cells. Treatment with ganciclovir after the pPTK-1 plasmid delivery re-
sulted in up to 40% cell death. It was concluded that the polyR6 carrier, formed by oxidative polycondensation, can
be used as a tool in the development of modular peptide carriers for the purposes of UL gene therapy.

Keywords: DNA delivery, peptide-based carriers, gene therapy, thymidine kinase, leiomyoma
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