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В настоящее время различные варианты РНК являются одними из наиболее многообещающих и ак-
тивно развивающихся терапевтических средств для лечения опухолей, инфекционных заболеваний 
и ряда других патологий, ассоциированных с нарушением функционирования специфических генов. 
Для эффективной доставки РНК в клетки-мишени применяют различные наноносители, среди ко-
торых можно выделить липосомальные средства доставки на основе катионных и/или ионизируемых 
амфифилов. Катионные амфифилы содержат постоянно протонированную аминогруппу и существу-
ют в виде солей в водной среде. Ионизируемые амфифилы являются новым поколением катионных 
липидов, которые проявляют пониженную токсичность и иммуногенность и подвергаются ионизации 
только в кислой среде внутри клетки. В данной работе нами разработана схема получения и осу-
ществлен синтез новых катионных и ионизируемых амфифилов на основе природных аминокислот 
(L-глутаминовой кислоты, глицина, бета-аланина и гамма-аминомасляной кислоты). На основе по-
лученных соединений в смеси с природными липидами (фосфатидилхолином и холестерином) были 
сформированы катионные и ионизируемые липосомы и определены их физико-химические харак-
теристики: размер частиц, дзета-потенциал, стабильность при хранении. Стабильные в течение 5–7 
суток частицы имеют средний диаметр, не превышающий 100 нм. Дзета-потенциал катионных и ио-
низируемых липосом составляет примерно 30 и 1 мВ, соответственно. Полученные липосомальные 
частицы были использованы для формирования комплексов с молекулами РНК. Такие комплексы 
с РНК были охарактеризованы с помощью атомно-силовой микроскопии, и определена их примени-
мость для транспорта нуклеиновых кислот.

Ключевые слова: ионизируемые аминолипиды, катионные липопептиды, диэфир L-глутаминовой 
кислоты, липосомы, комплексы с РНК, атомно-силовая микроскопия
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ВВЕДЕНИЕ

Липосомы – средства доставки биологически 
активных соединений в клетки. Они могут ин-
капсулировать различные биологически актив-
ные вещества, в том числе генетический матери-
ал, распределяя их в водной среде или в гидро-
фобном бислое в зависимости от их полярности 
[1–3]. Липосомальный транспорт РНК в эука-
риотические клетки уже используется в совре-
менной медицине и ориентирован на лечение 

патологий различного рода путем исправления 
мутаций или дефектов в структуре ДНК, пора-
жения ДНК вирусами и др. [4, 5]. В настоящее 
время такая таргетная доставка препаратов на 
основе синтетических липидов применяется 
для лечения различных заболеваний. Например, 
доставка специфической малой интерфериру-
ющей РНК (миРНК) в клетки вызывает пода-
вление генов матричной РНК (мРНК), ассоци-
ированной с опухолями, тем самым ингибируя 
пролиферацию раковых клеток, предотвращая 
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метастазирование опухоли и индуцируя апоптоз 
раковых клеток [6]. Еще одним примером слу-
жит использование липидных наночастиц в со-
вместной доставке нескольких молекул нуклеи-
новых кислот (например, мРНК CRISPR-Cas9 
и  единой направляющей РНК) для лечения 
транстиретинового амилоидоза [7]. Успешное 
применение в  клинике мРНК-вакцин на ос-
нове липосомальных носителей от компаний 
Pfizer-BioNTech и Moderna против коронавирус-
ной инфекции COVID‑19 продемонстрировали 
их большой потенциал в области создания по-
добных лекарственных средств [8, 9].

На эффективность системы доставки тера-
певтических молекул влияют состав и  физи-
ко-химические свойства липосом, поэтому при 
их разработке важно контролировать такие па-
раметры, как размер частиц, поверхностный за-
ряд, липидный состав, возможность модифика-
ции поверхности липосом и т. д. [10]. В ряде ра-
бот было показано, что включение природных 
и  синтетических липидов с  углеводородными 
цепями длиной С16 и больше повышает эффек-
тивность инкапсуляции гидрофобных лекар-
ственных средств в бислой и увеличивает время 
удерживания лекарственных средств в частице 
[11–13]. Кроме того, подход к  конструирова-
нию липосомальной системы с учетом упомяну-
тых критериев позволяет снизить фоновую ток-
сичность препарата по отношению к здоровым 
клеткам [10]. Токсичность липидов тесно связа-
на со структурой их полярной головной группы, 
поэтому модифицируя их химический состав 
возможно добиться низкой токсичности для ор-
ганизма [14]. Ранее нами было показано, что та-
кой подход к подбору составных компонентов 
липосом позволяет создавать средства доставки, 
эффективные в условиях in vitro [15, 16].

Катионные и ионизируемые липосомы полу-
чают путем комбинации природных фосфоли-
пидов и соответствующих синтетических липи-
дов в составе транспортных систем. Катионные 
липосомы несут постоянный положительный 
заряд на поверхности. Такие липосомы широ-
ко используются в качестве агентов трансфек-
ции, а  также в рецептуре липосомальных вак-
цинных адъювантов благодаря их иммуностиму-
лирующим свойствам [17]. Однако в результате 
электростатических взаимодействий между по-
ложительно заряженной липидной мембраной 
липосомы и отрицательно заряженными моле-
кулами вблизи поверхности клеточных мембран 
катионные липосомы неспецифически прони-
кают в клетки организма. Ионизируемые липо-
сомы, в отличие от катионных и незаряженных 

липосом, протонируются и  депротонируются 
в зависимости от кислотности окружающей сре-
ды [18]. Благодаря их физическим и функцио-
нальным свойствам, они представляются более 
перспективными наноносителями для транспор-
та РНК [19, 20]. В  кровотоке, где рН близок 
к нейтральному, поверхностный заряд таких на-
ночастиц отсутствует, но при попадании внутрь 
клетки в процессе эндоцитоза или межклеточное 
пространство клеток, где рН имеет более низкие 
значения, они способны протонироваться. Та-
кое изменение в структуре липосом повышает 
активность их захвата клетками. Эффекты ио-
низируемых липосом в терапии различных забо-
леваний пока мало изучены, однако появляются 
все больше экспериментальных данных, которые 
свидетельствуют о том, что их применение обе-
спечивает значительные преимущества по срав-
нению с другими типами терапевтических мето-
дов [21–23].

Целью данной работы было разработать схе-
му синтеза, а также получить новые катионные 
и ионизируемые амфифилы на основе природ-
ных аминокислот как составных компонентов 
липосомальных транспортных систем достав-
ки нуклеиновых кислот. На основе синтези-
рованных соединений были сформированы 
липосомы и  изучены их физико-химические 
свойства (размер частиц и  стабильность при 
хранении), а также оценена возможность свя-
зывать молекулы РНК методом атомно-силовой 
микроскопии.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Материалы. Все реактивы, которые применя-
ли в ходе синтеза, коммерчески доступны и были 
использованы без дополнительной очистки: гли-
цин (Sigma-Aldrich), β-аланин (Sigma-Aldrich), 
γ-аминомасляная кислота (ГАМК, Sigma-Aldrich), 
муравьиная кислота (Sigma-Aldrich), формаль-
дегид (Sigma-Aldrich), N-гидроксисукцинимид 
(HONSu, Sigma-Aldrich), 1,3-дициклогексилкар-
бодиимид (DCC, Sigma-Aldrich), 4-диметилами-
нопиридин (DMAP, Sigma-Aldrich), ди-трет-бу-
тилдикарбонат (Boc2O, Sigma-Aldrich), трифто-
руксусная кислота (ТФУК, Biochem, Франция), 
тетрагидрофуран (ТГФ, Химмед, Россия), 
NaHCO3 (Русхим, Россия), Na2SO4 безводный 
(Русхим), фосфатидилхолин (РС, Lipoid S100, 
чистота > 94%, CAS97281–47–5, Германия), хо-
лестерин (Chol, Acros Organics, чистота 95%, 
CAS57–88–5, Бельгия).

1Н-ЯМР-спектры регистрировали в  дей-
терированном хлороформе (СDСl3) на 
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ЯМР-спектрометре «Bruker DPX‑300» с  ра-
бочей частотой 300 МГц. Внутренний стан-
дарт – гексаметилдисилоксан.

Тонкослойную хроматографию (ТСХ) про-
водили на пластинках с  силикагелем (Silufol, 
Чехия) в  системах растворителей (об/об): (А) 
толуол: этилацетат 1:2, (Б) толуол: этилацетат 
2:1, (В) хлороформ: метанол 10:1. Препаратив-
ную тонкослойную хроматографию проводили 
на силикагеле 60 с размером частиц 2–25 мкм 
(Sigma-Aldrich). Колоночную хроматографию 
проводили на силикагеле 60 с размером частиц 
40–63 мкм (Merck, Германия). Для обнаружения 
пятен веществ на ТСХ использовали следующие 
проявители: 1) вещества, содержащие свободную 
аминогруппу, обнаруживали 3%-ным раствором 
нингидрина с  последующим нагреванием до 
55–75оС; 2) третичные амины проявляли в среде 
реактива Драгендорфа; 3) иные вещества прояв-
ляли в среде паров йода.

Методы. Синтез катионных и ионизируемых 
амфифилов проводили стандартными методами 
пептидной и липидной химии. Методы получе-
ния соединений (1) и 2(а-с) описаны в наших 
предыдущих работах [24] и [25] соответственно.

Дигексадециловый эфир N-[2-(трет-бутокси-
карбониламино)этаноил] L-глутаминовой кислоты 
(3a). К раствору 32 мг (0.18 ммоль) соединения 2a, 
38 мг (0.18 ммоль) DCC и каталитического коли-
чества DMAP в 5 мл безводного хлористого ме-
тилена при перемешивании добавляли раствор 
100 мг (0.17 ммоль) соединения 1 в 5 мл безвод-
ного хлористого метилена. Реакционную смесь 
выдерживали при интенсивном перемешива-
нии в течение 19 ч при 0°C. После завершения 
реакции реакционную массу отфильтровывали 
от выпавшего осадка дициклогексилмочевины, 
а растворитель удаляли в вакууме. Продукт вы-
деляли с помощью препаративной ТСХ в систе-
ме (Б). Выход продукта 3а составил 102 мг (81%). 
Rf (Б) 0.51.

¹H-ЯМР-спектр (CDCl3, δ, м. д.): 0.88 (6Н, т, 
6.7 Гц, СН3); 1.27 (52H, уш.c, (CH2)13CH3); 1.45 
(9H, c, CCH3); 1.56–1.70 (4Н, м, СОOСН2СН2); 
1.91–2.09 (2H, м, CHCH2), 2.29–2.50 (2Н, м, 
CH2C=O); 3.64 (0.7Н, т, 6.5 Гц, NHCH2); 3.82 
(2H, дд, 5.2 Гц, NHCH2); 4.08 (4H, дт, 13.6 Гц, 6.8 
Гц, СОOСН2СН2); 4.58–4.68 (1H, м, CH); 5.10 
(1H, уш.с, NHCH).

Дигексадециловый эфир N-[3-(трет-бутокси-
карбониламино)пропаноил] L-глутаминовой кис-
лоты (3b). Раствор смеси соединения 2b 152 мг 
(0.80 ммоль), 93 мг (0.81 ммоль) HONSu и 166 мг 
(0.81 ммоль) DCC в 20 мл ТГФ перемешивали 

при 0°C в  течение 30 мин. Выпавший оса-
док дициклогексилмочевины отфильтровы-
вали, и к фильтрату добавляли раствор 400 мг 
(0.67 ммоль) соединения 1 в 20 мл ТГФ и выдер-
живали при интенсивном перемешивании 5 ч 
при комнатной температуре. После окончания 
реакции ТГФ удаляли в вакууме. Продукт реак-
ции выделяли с помощью колоночной хромато-
графии на силикагеле в системе (А). Выход про-
дукта 3b составил 55 мг (83%). Rf (Б) 0.49.

¹H-ЯМР-спектр (CDCl3, δ, м. д.): 0.88 
(6Н, т, СН3); 1.27 (52H, c, CH2CH3); 1.44 (9H, 
c, CCH3); 1.57–1.70 (4Н, м, СОOСН2СН2); 
2.41–2.49 (2Н, т, NHCH2CH2); 2.73–3.14 (2Н, 
ддд, CHCH2CH2COO); 3.38–3.48 (2Н, кв, 
NHCH2CH2); 4.04–4.22 (4H, дт, COOCH2); 4.82–

–4.94 (1H, м, CH); 5.17–5.34 (1H, м, OCNHCH); 
6.51–6.63 (1H, д, OCNHCH2).

Дигексадециловый эфир N-[4-(трет-бутокси-
карбониламино)бутаноил] L-глутаминовой кисло-
ты (3с). Реакцию проводили аналогично методу 
получения соединения 3a. Из 131 мг (0.65 ммоль) 
соединения 2с и 320 мг (0.54 ммоль) соединения 
1 получали 84 мг (80%) продукта 3с. Rf (Б) 0.51.

¹H-ЯМР-спектр (CDCl3, δ, м. д.): 0.88 (6Н, т, 
СН3); 1.27 (52H, c, CH2CH3); 1.44 (9H, c, CCH3); 
1.57–1.70 (4Н, м, СОOСН2СН2); 1.81 (2H, п, 
CH2CH2CH2) 2.41–2.49 (2Н, т, NHCH2CH2); 
2.73–3.14 (2Н, ддд, CHCH2CH2COO); 3.38–

–3.48 (2Н, кв, NHCH2CH2); 4.04–4.22 (4H, дт, 
COOCH2); 4.82–4.94 (1H, м, CH); 5.17–5.34 (1H, 
м, OCNHCH); 6.51–6.63 (1H, д, OCNHCH2).

Дигексадециловый эфир N-[2-аминоэтано-
ил]-L-глутаминовой кислоты трифторацетат (4a). 
К раствору 20 мг (0.027 ммоль) соединения 3a 
в 2 мл безводного хлористого метилена добавля-
ли 1 мл трифторуксусной кислоты. Реакционную 
смесь перемешивали 1 ч при комнатной темпе-
ратуре. После окончания реакции растворитель 
с избытком ТФУК удаляли в вакууме, остаток 
растворяли в хлороформе и промывали водой (2 
× 50 мл). Органическую фазу сушили над безво-
дным Na2SO4, растворитель отгоняли в вакууме. 
Выход продукта 4а составил 15 мг (75%). Rf (В) 
0.17.

¹H-ЯМР-спектр (CDCl3, δ, м. д.): 0.88 (6Н, 
т, 6.7 Гц, СН3); 1.27 (52H, уш.c, (CH2)13CH3); 
1.57–1.71 (4Н, м, СОOСН2СН2); 1.88–2.07 (2H, 
м, CHCH2), 2.30–2.48 (2Н, м, CH2C=O); 3.88 
(2H, с, NH3CH2); 4.10 (4H, дт, 13.6 Гц, 6.8 Гц, 
СОOСН2СН2); 4.58–4.68 (1H, м, CH); 5.12 (1H, 
уш.с, NHCH); 6.73 (0.65Н, уш.д., 6.6 Гц, NHCH2).

ESI–MS: 690.6 [M+K‑2H]–.
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Дигексадециловый эфир N-[3-аминопропано-
ил]-L-глутаминовой кислоты трифторацетат (4b). 
Реакцию проводили аналогично методу получе-
ния соединения 4a. Из 55 мг соединения 3b по-
лучали 21 мг (78%) продукта 4b. Rf (В) 0.18.

¹H-ЯМР-спектр (CDCl3, δ, м. д.): 0.84–0.96 
(6Н, м, СН3); 1.26 (52H, c, CH2CH3); 1.52–

–1.73 (4Н, м, СОOСН2СН2); 1.77–1.96 (4Н, м, 
CHCH2CH2COO); 2.27–2.49 (2Н, м CH2CONH); 
3.08 (1H, уш.с., NH3) 3.64 (2Н, т, 6.6 Гц, NH3СН2); 
3.96–4.27 (4Н, м, СОOСН2СН2); 3.41–3.54 (2Н, 
м, NHCH2CH2); 4.56–4.68 (1H, м, CH); 5.30 (1H, 
c, OCNHCH).

ESI–MS: 666.6 [M-H]–.
Дигексадециловый эфир N-[4-аминобутано-

ил]-L-глутаминовой кислоты трифторацетат (4c). 
Реакцию проводили аналогично методу получе-
ния соединения 4a. Из 84 мг соединения 3c по-
лучали 30 мг (81%) продукта 4с. Rf (В) 0.20.

¹H-ЯМР-спектр (CDCl3, δ, м. д.): 0.88 (6Н, 
т, СН3); 1.26 (52H, c, CH2CH3); 1.51–1.74 (4Н, 
м, СОOСН2СН2); 1.89 (2H, п, CH2CH2CH2); 
2.42–2.47 (2Н, т, NHCH2CH2); 2.73–3.04 (2Н, 
ддд, CHCH2CH2COO); 3.43–3.55 (2Н, кв, 
NHCH2CH2); 3.95–4.27 (4H, дт, COOCH2); 4.79–

–4.90 (1H, м, CH); 5.26–5.39 (1H, м, OCNHCH); 
6.50 (2H, уш.с., NH2).

ESI–MS: 681.7 [M]+.
Дигексадециловый эфир N,N-диметил-[2-ами-

ноэтаноил]-L-глутаминовой кислоты (5a). Раствор 
соединения 4a промывали 5%-ным раствором 
NaHCO3 (2 × 50 мл) до pH 7. Органическую фазу 
сушили над безводным Na2SO4 и  растворитель 
отгоняли в вакууме. К 18 мг (0.018 ммоль) полу-
ченного остатка, содержащего первичную амино-
группу, добавляли 1 мл 30%-ного формальдегида 
и перемешивали в течение 5 мин при 0°C. Далее 
в раствору добавляли 1 мл муравьиной кислоты 
и выдерживали при интенсивном перемешива-
нии 5 ч при 100°C. Полученную реакционную 
массу экстрагировали хлороформом (2 × 10 мл). 
Органическую фазу последовательно промыва-
ли 5%-ным раствором NaHCO3 (3 × 10 мл) и во-
дой (2 × 10 мл), после чего сушили на складчатом 
фильтре, смоченном безводным хлороформом. 
Растворитель удаляли на роторном испарителе. 
Получали 22 мг (87%) продукта 5а. Rf (В) 0.71.

¹H-ЯМР-спектр (CDCl3, δ, м. д.): 0.88 (6Н, т, 
СН3); 1.27 (52H, c, CH2CH3); 1.55–1.68 (4H, м, 
COOCH2CH2); 2.12–2.93 (12H, м, (CH3)2NCH2, 
CHCH2CH2); 4.09–4.27 (4H, м, COOCH2CH2); 
4.32–4.43 (1H, м, CH); 6.05 (1H, c, NH).

ESI–MS: 729.7 [M+CH3OH+H]+.

Дигексадециловый эфир N,N-диметил-[3-ами-
нопропаноил]-L-глутаминовой кислоты (5b). Ре-
акцию проводили аналогично методу получения 
соединения 5a. Из 21 мг (0.032 ммоль) соедине-
ния 4b получали 32 мг (70%) продукта 5b. Rf (В) 
0.72

¹H-ЯМР-спектр (CDCl3, δ, м. д.): 0.88 (6Н, 
т, СН3); 1.26 (52H, c, CH2CH3); 1.49–1.73 (6Н, 
м, СОOСН2СН2, NHCH2CH2,); 2.09 (6Н, уш.с., 
(CH3)2N); 3.54 (2H, т, 6.6 Гц, COOCH2; 3.64 (2H, 
т, 6.6 Гц, COOCH2); 4.16 (2H, т, 6.4 Гц, NСН2); 
4.22–4.32 (1H, м, CH); 4.76 (1H, c, NHCН).

ESI–MS: 741.7 [M+CH3OH+H]+.
Дигексадециловый эфир N,N-диметил-[4-ами-

нобутаноил]-L-глутаминовой кислоты (5c). Реак-
цию проводили аналогично методу получения 
соединения 5a. Из 45 мг (0.063 ммоль) 4c полу-
чали 49 мг (50%) продукта 5c. Rf (В) 0.76.

¹H-ЯМР-спектр (CDCl3, δ, м. д.): 0.88 (6Н, 
т, СН3); 1.26 (52H, c, CH2CH3); 1.39 (4Н, м, 
СОOСН2СН2); 1.87–2.08 (8Н, м, NHCH2CH2); 
3.12 (6H, уш.с., (CH3)2N); 4.02–4.20 (4H, м, 
COOCH2); 4.23–4.37 (1H, м, CH); 4.72 (1H, с, 
OCNHCH).

ESI–MS: 755.6 [M+CHOOH+H]+.
Получение липосомальных дисперсий. Синте-

зированные соединения 4a-c и 5a-c (3 мг) и ли-
пиды PC (3 мг) и Chol (1.8 мг) растворяли в сме-
си хлороформ: метанол (1.5:1 об/об) в  кругло-
донной колбе. Растворители медленно удаляли 
на роторном испарителе при 35°C до образова-
ния тонкой липидной пленки на стенках колбы 
и сушили под вакуумом в течение 30 мин. К по-
лученной пленке добавляли 3 мл воды, выдержи-
вали 30 мин при комнатной температуре, после 
чего интенсивно встряхивали при 60°C. Далее 
в ультразвуковой ванне (УЗВ‑1.3 «ПКФ Сапфир») 
получали липосомальную дисперсию с конечной 
концентрацией амфифилов 2.6 мг/мл (3 × 10 мин 
с перерывом 5 мин). В результате были получе-
ны дисперсии с составами катионный/ионизи-
руемый липид: РС: Chol = 5:5:3 масс.%. Процесс 
приготовления дисперсий повторяли минимум 
3 раза. Соотношения липидов выбирали исходя 
из возможности образования стабильных дис-
персий [26, 27].

Определение размера и дзета-потенциала ли-
посом. Распределение частиц по размерам и зна-
чения дзета-потенциала оценивали методом 
фотонно-корреляционной спектроскопии, ос-
нованным на принципах динамического рас-
сеяния света. Измерения проводили на прибо-
ре типа «Zetasizer Nano ZS» (Malvern Panalytical, 
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Великобритания), оснащенном He-Ne-лазером 
мощностью 4 мВт (длина волны 633 нм) при 
25°C. Были оценены значения показателя пре-
ломления и  вязкости для каждого образца су-
спензии липосом. Каждое измерение включало 
3–5 чтений по 10 с. Корреляционные функции 
были проанализированы с использованием про-
граммного обеспечения Dispersion Technology 
Software. Размеры и дзета-потенциал были опре-
делены для трех повторов приготовления липо-
сомальных дисперсий.

Стабильность при хранении. Стабильность ли-
посомальных дисперсий при хранении при ком-
натной температуре оценивали по изменению 
значений показателя оптической плотности при 
длине волны 400 нм в течение 7 дней с момента 
приготовления дисперсий на фотоколориметре 
Экотест‑2020 «Эконикс». В качестве фонового 
значения среды использовали значение оптиче-
ской плотности дистиллированной воды.

Приготовление липосомального комплекса 
с РНК. Стоковый раствор РНК (Type VI from 
Torula yeast) с концентрацией 23 мкг/мл готови-
ли в воде без нуклеаз. Липосомальный комплекс 
с РНК получали при смешивании липосомаль-
ной дисперсии и раствора РНК в итоговом со-
отношении катионный/ионизируемый липид: 
РНК (N:P) = 1:32. В качестве контроля исполь-
зовали раствор РНК без липосом.

Атомно-силовая микроскопия (АСМ). 
АСМ-исследования проводили на микроскопе 
Nanoscope-V (Bruker, США) в режиме прерыви-
стого контакта на воздухе с использованием кан-
тилеверов HA_NC (Типснано, Россия). Частота 
сканирования составляла 2 строки в  секунду 
на изображении 512 × 512 пикселей. Обработку 
АСМ-изображений проводили с помощью про-
граммного обеспечения Фемтоскан (Центр пер-
спективных технологий, Россия).

Для АСМ-исследования молекул РНК 10 мкл 
раствора РНК с концентрацией 12 мкг/мл в рас-
творе 20 мМ NaCl, 1 мM MgSO4 наносили на по-
верхность свежесколотой слюды на 10 мин, за-
тем промывали в деионизованной воде 40 мин 
и высушивали в потоке воздуха.

Для АСМ-исследования липосомальных 
комплексов с РНК всех исследованных образ-
цов 5 мкл раствора комплексов в воде с концен-
трацией 0.5 г/л (по катионному/ионизируемо-
му липиду) наносили на свежесколотую слюду 
на 5 мин, после чего промывали деионизован-
ной водой и высушивали в потоке воздуха. Для 
АСМ-исследования комплексов, содержащих ио-
низируемый липид 5а, процедуру приготовления 

образца также проводили вторым способом: 2 
мкл раствора комплекса с РНК в воде с концен-
трацией 0.01 г/л (по ионизируемому липиду) на-
носили на свежесколотую слюду до полного вы-
сыхания на воздухе.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Синтез целевых амфифилов
Лекарственные препараты на основе липо-

сом используются для направленной доставки 
в  клетки организма терапевтических молекул, 
например противоопухолевых агентов или ну-
клеиновых кислот [28, 29]. Известно, что состав 
липосом влияет на эффективность всей системы 
доставки. Среди перспективных компонентов 
липосом можно выделить ионизируемые амфи-
филы, которые повышают уровень трансфекции 
миРНК в раковые клетки in vivo за счет более 
продолжительного циркулирования в кровотоке 
по сравнению с катионными липидами, а также 
за счет стимулирования высвобождения транс-
фицируемого агента из эндосом при понижении 
рН [30].

В  данной работе нами разработана схема 
и осуществлен синтез новых катионных (4а-с) 
и ионизируемых амфифилов (5а-с), содержащих 
в составе полярной головной группы свободную 
аминогруппу или протонируемый в физиологи-
ческих условиях третичный атом азота, соответ-
ственно (схема 1). Полярный блок в  синтези-
рованных структурах представлены алифатиче-
скими аминокислотами, которые различаются 
количеством метиленовых звеньев (от  1 до 3). 
В качестве основы амфифилов выступает L-глу-
таминовая кислота, производные которой спо-
собны обеспечивать уровень трансфекции ну-
клеиновых кислот, сопоставимый с коммерчески 
доступными агентами [16, 24]. Из синтезирован-
ных веществ были получены суспензии липосом 
и изучены их физико-химические свойства.

Гидрофобный блок 1 получали путем сплав-
ления L-глутаминовой кислоты с гексадецило-
вым спиртом в  присутствии пара-толуолсуль-
фокислоты при 130 °С согласно методу, описан-
ному в [24, 25]. Для формирования полярного 
блока амфифилов предварительно синтезиро-
вали Вос-защищенные аминокислоты 2(а-с) 
классическим методом пептидного синтеза 
[31]. Промежуточные продукты 3(a-c) получа-
ли реакцией Boc-защищенных аминокислот 
2(а-с) с дигексадециловым эфиром L-глутами-
новой кислоты 1 в присутствии активирующего 
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агента DCC и нуклеофильной добавки (DMAP 
для 3а и 3с; HONSu для 3b). Защищенные ли-
подипептиды 3(a-c) выделяли из реакционной 
массы с помощью колоночной и/или препара-
тивной тонкослойной хроматографии на си-
ликагеле, а структуры полученных соединений 
подтверждали данными1H-ЯМР-спектроскопии. 
В  спектрах ЯМР присутствовали характерные 
сигналы протонов углеводородных цепей остат-
ков гексадецилового спирта, сигнал, характер-
ный для остатка трет-бутильной группы, а так-
же сигналы протонов углеводородного остова 
аминокислот. Далее проводили удаление Вос-за-
щитной группы действием трифторуксусной 
кислоты в среде безводного хлористого метиле-
на с получением целевых катионных амфифилов 
4(а-с). Для синтеза ионизируемых амфифилов 
5(а-с) трифторацетатные соли липодипепти-
дов 4(а-с) обрабатывали 5%-ным раствором 
NaHCO3 для получения промежуточных продук-
тов, содержащих свободную аминогруппу. Далее 

проводили реакцию метилирования свободных 
аминогрупп полученных соединений по реак-
ции Эшвайлера–Кларка смесью формальдегида 
и муравьиной кислоты [32]. Целевые продукты 
5(а-с) выделяли из реакционной смеси экстрак-
цией хлороформом или препаративной ТСХ на 
силикагеле. Структуры полученных соединений 
подтверждали данными1Н-ЯМР-спектроскопии 
и масс-спектрометрии (см. Дополнительные ма-
териалы). В масс-спектрах присутствовали пики 
молекулярных ионов.

Мембранообразующие свойства 
синтезированных амфифилов

Амфифильные молекулы способны самопро-
извольно упорядочиваться в частицы различной 
формы в  водной среде. Эта форма зависит от 
геометрических параметров молекулы амфифи-
ла, которые можно описать с помощью критиче-
ского параметра упаковки (КПУ) [33, 34]. При 

Схема 1

1

2 (à – ñ)
3 (à – ñ)

4 (à – ñ)5 (à – ñ) à : n = 1

b : n = 2

c : n = 3
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значениях КПУ, близких к 1, наиболее вероятно 
образование амфифилом бислоя. При значениях, 
сильно отличающихся от 1, амфифил будет обра-
зовывать мицеллярные структуры в водной среде. 
Значение КПУ можно рассчитать по формуле:

,

где V/h – площадь поперечного сечения угле-
водородной области молекулы (V – молекуляр-
ный объем углеводородной области молекулы, 
h – максимальная длина углеводородной цепи), 
S – площадь поверхности для размещения по-
лярной головки липида, R1 – радиус основания 

цилиндра, образованного гидрофобной обла-
стью молекулы, R2 – радиус сферы, образован-
ной полярной головной группой.

Для расчета значений КПУ синтезирован-
ных соединений 4(а-с) и 5(а-с) было проведено 
3D-моделирование структур (с учетом и опти-
мизацией возможных конформаций) с  помо-
щью пакета программ «ACD/Labs, 3D Viewer» 
и «HyperChem» (табл. 1) [35, 36]. Полученные 
величины КПУ позволяют предположить, что 
среди катионных амфифилов 4(а-с) только для 
вещества 4с вероятно образование липидного 
бислоя в водной среде, тогда как для соедине-
ний 4а и 4b характерно формирование обратных 

Таблица 1. Результаты расчета значений КПУ амфифилов 4(а-с) и 5(а-с). Цвета атомов в 3D-моделях структур: 
водород – белый, углерод – циановый, кислород – красный, азот – синий

Шифр 3D-модель структуры R1, Å R2, Å КПУ Форма агрегатов

4a 3.98 2.48 2.56 Обратная мицелла

4b 3.99 3.20 1.53 Обратная мицелла

4c 3.99 3.85 1.07 Бислой

5а 3.96 3.02 1.70 Обратная мицелла

5b 3.97 3.79 1.10 Бислой

5c 3.97 3.87 1.05 Бислой
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мицелл. В ряду ионизируемых амфифилов 5(а-с) 
для соединений 5b и 5c наиболее вероятным яв-
ляется образование липидного бислоя в водной 
среде. Для соединения 5а будет характерно обра-
зование обратных мицелл в водной среде.

Из синтезированных соединений были полу-
чены суспензии липосом в смеси с природными 
фосфолипидом фосфатидилхолином (PC) и хо-
лестерином (Chol), способными стабилизиро-
вать коллоидные частицы в агрегаты сфериче-
ской формы. Для этого липиды были взяты в со-
отношении катионный/ионизируемый липид: 
РС: Chol = 5:5:3 масс.%.

Методом динамического рассеяния света 
(ДРС) был определен гидродинамический ради-
ус и оценен диаметр частиц полученных суспен-
зий липосом. Результаты показали, что размеры 
липосом на основе всех синтезированных ве-
ществ не превышают 110 нм. Такие значения на-
ходятся в пределах допустимых значений (до 300 
нм), что может способствовать их эффективно-
му проникновению к целевым мишеням в орга-
низме за счет пассивного нацеливания (табл. 2) 
[37]. Диаметр частиц на основе соединений 4а, 
4b и 5а, которые образуют в растворе агрегаты 
в виде обратных мицелл, практически в 2 раза 
превышает размер частиц на основе соединений 
4c, 5b и 5с, формирующих липидный бислой. 
Наиболее компактными везикулами являются 
липосомы на основе амфифила 4с, средний диа-
метр которых составляет 22.3 нм.

Также методом ДРС были определены значе-
ния дзета-потенциала для полученных агрегатов. 
Средние значения дзета-потенциала катионных 
липосом на основе соединений 4(а-с) оказались 
приблизительно равны 30 мВ, тогда как для ио-
низируемых липидов – около 1 мВ (табл.  2). 

Данные значения согласуются с литературными 
данными, полученными для липосом на основе 
катионных и ионизируемых [38] липидов.

Для полученных агрегатов была изучена ста-
бильность при хранении при комнатной тем-
пературе по изменению оптической плотности 
суспензии (рис. 1). Результаты измерений пока-
зали, что только липосомальные системы на ос-
нове амфифилов 4с, 5а и 5с стабильны в течение 
не менее 7 суток. Показатель оптической плот-
ности для них не менялся в пределах погрешно-
сти измерений (10%). Для остальных суспензий 
наблюдалась агрегация частиц уже на 2–5-е сут-
ки. Нестабильные липосомальные системы не 
рассматривались для дальнейших исследований.
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Рис. 1. Изменение оптической плотности липосо-
мальных суспензий (амфифил: PC: Chol 5:5:3 масс.%) 
при хранении при комнатной температуре. Черными 
стрелками обозначены временные точки начала агре-
гации липосом на основе соединений 4а, 4b и 5b.

Таблица 2. Диаметр частиц суспензий липосом (амфифил: PC: Chol 5:5:3 масс.%), определенный методом ДРС

Амфифил Диаметр частиц, нм Дзета-потенциал, мВ

4а 101.7 ± 34.9 32.5 ± 2.8

4b 108.4 ± 76.4 30.1 ± 2.7

4c 23.6 ± 7.2 30.8 ± 3.1

5а 95.5 ± 23 1.3 ± 1.0

5b 60.3 ± 27 1.6 ± 0.7

5c 32.4 ± 19 2.1 ± 0.4

Примечание. Погрешность для диаметра частиц отображает возможный разброс размеров частиц в липосомальной дис-
персии, найденный по распределению Гаусса. Погрешность для дзета-потенциала соответствует среднеквадратичному 
отклонению по 5 измерениям.
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Исследование методом атомно-силовой 
микроскопии (АСМ)

Форма и размер комплексов, формируемых 
липосомами с нуклеиновыми кислотами, может 
влиять на эффективность проникновения ли-
посомальных систем в клетки организма [39, 40]. 
Для определения морфологии полученных агре-
гатов было проведено исследование их структу-
ры с помощью атомно-силовой микроскопии. 
Для этого формировали комплексы липосом 
(с  составом амфифил: PC: Chol 5:5:3 масс.%) 
с  РНК (Type VI from Torula yeast) в  соотноше-
нии катионный/ионизируемый липид: РНК 
(N:P) = 1:32. Полученные комплексы наносили 
на свежесколотую слюду и высушивали на воз-
духе. Изображения интактных молекул РНК, ад-
сорбированных на поверхности слюды, приведе-
ны на рис. 2. Это нитевидные структуры высотой 
около 0.5 нм, имеющие утолщения и ветвления, 
что, скорее всего, является отображением вто-
ричной структуры молекулы.

Типичные АСМ-изображения липосомаль-
ных комплексов с РНК представлены на рис. 3, 
где справа (панели 3в, 3е, 3и) также приведены 
примеры вертикального профиля каждого вида 
комплексов. На образцах 5а и 5с явно наблюда-
ются нитевидные структуры РНК, расположен-
ные внутри или поверх участка, сформирован-
ного молекулами липидов. Свободной РНК, не 
связанной с амфифилами, не наблюдается. Ком-
плексы на основе соединения 4с (рис. 3а-б) на 
поверхности слюды выглядят глобулами высотой 
15–20 нм и диаметром 50–100 нм (вероятно, РНК 
находится внутри этих комплексов). Морфоло-
гия таких частиц соответствует размерам липо-
сом, определенным методом ДРС. Комплексы 
на основе ионизируемого липида 5а (рис. 3г-д) 
представляют полностью плоские, высотой 0.5–
0.6 нм, или частично глобулярные, высотой до 
7 нм, объекты в зависимости от процедуры на-
несения на поверхность слюды. Плоские струк-
туры образуются при наличии стадии промывки 
образца в ходе его приготовления. В этом случае 
как по краям, так и внутри плоского слоя разли-
чимы нитевидные структуры, скорее всего, явля-
ющиеся молекулами РНК. Более высокие струк-
туры образуются, когда образец не промывался 
водой. Можно предположить, что такой вариант 
приготовления образца приводит к лучшему со-
хранению трехмерной формы комплексов ли-
посом с РНК. В этих структурах также можно 
наблюдать нитевидные структуры РНК по пе-
риметру липосом. В результате обоих вариантов 
приготовления образца образуются комплексы, 

существенным образом отличающиеся от липо-
сом без РНК. Это может быть результатом ком-
пактизации амфифильных структур при взаимо-
действии с нуклеиновой кислотой. Комплексы 
на основе амфифила 5с (рис. 3ж-з), для которого 
размер частиц был сопоставим с размером ли-
посом на основе образца 4с, также имеют схо-
жую, но более плоскую морфологию. На данных 
комплексах различимы два уровня: первый вы-
сотой около 6 нм является плоским и образует 
структуры примерно округлой формы диаметром 
от 50 до 200 нм; он может соответствовать ли-
пидному бислою, сформировавшемуся на слюде 
после адсорбции комплекса. Сверху на этом слое 
и внутри него находятся фибриллярные струк-
туры высотой около 4 нм относительно данного 
слоя, которые могут соответствовать молекулам 
РНК, окруженным липидами. По полученным 
результатам видно, что все три синтезированных 
амфифила способны связываться с молекулами 
РНК из раствора. Это является одним из основ-
ных условий применимости липосомальных си-
стем в качестве средств доставки нуклеиновых 
кислот в клетки организма.

Таким образом, в  данной работе были син-
тезированы новые амфифилы на основе ди-
гексадецилового диэфира L-глутаминовой 
кислоты и  алифатических аминокислот (гли-
цин, β-аланин и γ-аминомасляная кислота) как 

Рис. 2. Подборка АСМ-изображений молекул РНК 
(Type VI from Torula yeast), адсорбированных на по-
верхности слюды.
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структурные компоненты катионных/ионизи-
руемых липосом для транспорта нуклеиновых 
кислот в клетки. На основе полученных соеди-
нений были сформированы липосомальные ча-
стицы, средний диаметр которых оказался око-
ло 100 нм. Такое значение размера коллоидных 
частиц находится в пределах допустимого диа-
пазона значений (до 300 нм), что может увели-
чивать их проникающую способность к целевым 
мишеням в организме. Данные по изучению ста-
бильности полученных липосом показали воз-
можность их хранения в течение 5–7 суток при 
комнатной температуре. С  помощью метода 

атомно-силовой микроскопии было показано, 
что полученные липосомальные частицы могут 
связывать и компактизировать молекулы РНК из 
раствора, формируя соответствующие комплек-
сы для доставки нуклеиновых кислот в клетки. 
Таким образом, полученные комплексы имеют 
потенциал для дальнейшего изучения в качестве 
средств доставки терапевтических молекул к ми-
шеням и могут быть использованы для экспери-
ментов in vitro на клеточных культурах.

Вклад авторов. Все авторы внесли эквивалент-
ный вклад в подготовку публикации.
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Рис. 3. а-б, г-д, ж-з – АСМ-изображения комплексов РНК с липосомами на основе 4а (а-б), 5а (г-д) и 5с (ж-з), 
нанесенных на поверхность слюды. в, е, и – Вертикальный профиль поверхности, проведенный вдоль линий на 
соответствующих АСМ-изображениях (б, д, з). Размеры изображений 500 × 500 нм2 (а-б, д, ж-з) и 300 × 300 нм2 (г).
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Cationic and Ionizable Amphiphiles Based on Di-Hexadecyl Ester  
of L-Glutamic Acid for Liposomal Transport of RNA
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Various RNAs are among the most promising and actively developed therapeutic agents for the treatment 
of tumors, infectious diseases and a number of other pathologies associated with the dysfunction of specific 
genes. Some nanocarriers are used for the effective delivery of RNAs to target cells, including liposomes 
based on cationic and/or ionizable amphiphiles. Cationic amphiphiles contain a protonated amino group 
and exist as salts in an aqueous environment. Ionizable amphiphiles are a new generation of cationic lipids 
that exhibit reduced toxicity and immunogenicity and undergo ionization only in the acidic environment of 
the cell. In this work we developed a scheme for the preparation and carried out the synthesis of new cationic 
and ionizable amphiphiles based on natural amino acids (L-glutamic acid, glycine, beta-alanine, and gamma-
aminobutyric acid). Cationic and ionizable liposomes were formed based on the obtained compounds, mixed 
with natural lipids (phosphatidylcholine and cholesterol), and their physicochemical characteristics (particle 
size, zeta potential, and storage stability) were determined. Average diameter of particles stable for 5–7 days 
did not exceed 100 nm. Zeta potential of cationic and ionizable liposomes was about 30 and 1 mV, respectively. 
The liposomal particles were used to form complexes with RNA molecules. Such RNA complexes were 
characterized by atomic force microscopy and their applicability for nucleic acid transport was determined.

Keywords: ionizable aminolipids, cationic lipopeptides, di-ester of L-glutamic acid, liposomes, RNA complexes, 
atomic force microscopy.


