
До систем доставлення нуклеїнових кис-
лот, використовуваних у генній терапії,
існує низка вимог, зокрема вони мають про-
никати через плазматичну мембрану реци-
пієнтних клітин, зберігати свої структурно-
функціональні властивості всередині
клі тини після ендоцитозу, а також потрап-
ляти в ядро, де нуклеїнова кислота повинна
інтегруватись у хроматин і транскрибувати-
ся в інформаційну РНК [1]. Описано кілька
таких систем, зокрема поліетиленімін [2−4],
полі-L-лізин [5, 6], дендримери [7], хітозан
[8], ліпосоми [9], металовмісні наноматеріа-
ли [10]. Встановлено, що нанорозмірні полі-
мерні носії мають суттєві переваги під час
здійснення генетичної трансформації,
а саме: підвищення ефективності доставлен-
ня нуклеїнової кислоти в реципієнтні кліти-
ни, захист її від розщеплення позаклітинни-
ми і внутрішньоклітинними нуклеазами,
а також можливість здійснення адресного
доставлення генетичного матеріалу до клі-
тин. Особливо перспективними у цьому
сенсі для потреб сучасної біотехнології та
фармакології є поліелектролітні носії, здат-
ні утворювати нанорозмірні поліплекси,
стабільні у водних розчинах [5]. 

Метою роботи було дослідити утворення
комплексів новими поліамфолітними гребе-
неподібними носіями з плазмідною ДНК і
вивчити деякі властивості утворених нано-
розмірних поліплексів як зручних векторів
для доставлення генів у реципієнтні клітини.

Матеріали і методи

У роботі використано нові поверхнево-
активні поліамфолітні носії (ПН) гребенепо-
дібної будови, синтезовані на кафедрі орга-
нічної хімії Національного університету
«Львівська політехніка» за описаною мето-
дикою [11]. Ці ПН складаються з аніонного
карбоксилвмісного основного ланцюга з мо -
ле кулярною масою 2000 г/моль та прищеп-
лених до нього 1–3 аміновмісних бічних
ланцюгів (рис. 1). 

Основний ланцюг — олігопероксидний
металокомплекс (ОМК), до якого прищепле-
ні ланцюги кополімеру диметиламіноетил-
метакрилату (ДМАЕМ) та 5-(трет-бутилпе-
рокси)-5-метил-1-гексен-3-іну (ВЕП).
Характеристику синтезованих кополімерів
наведено в таблиці.
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Досліджено утворення інтерполіелектролітних комплексів (поліплексів) плазмідної ДНК з но -
вими поверхнево-активними гребенеподібними поліамфолітними носіями із застосуванням методу
визначення затримки ДНК під час електрофорезу в гелі агарози. Встановлено оптимальні умови для
утворення таких поліплексів: концентрація поліамфолітних носіїв 0,1–0,003%, рН 7,4, 20 хв, 24 °С.
Показано, що поліамфоліт із кватернізованими аміновмісними бічними ланцюгами утворює
найбільш стабільні поліплекси з плазмідною ДНК. Асоціація та вивільнення ДНК із комплексу
з поліамфолітними носіями не спричинює її структурних змін, натомість ці носії захищають ДНК
від розщеплення нуклеазами. Отже, нові поверхнево-активні гребенеподібні поліамфоліти
є перспективними носіями для доставлення ДНК у реципієнтні клітини.
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ПН розчинні у широкому діапазоні рН
і здатні утворювати міжмолекулярні ком-
плекси сольового типу між позитивно заряд-
женими бічними ланцюгами і негативно
зарядженою молекулою ДНК. Наявність
у структурі поліамфоліту гідрофобних фраг-
ментів не лише забезпечує їхню поверхневу

активність, але й сприяє взаємодії комплек-
су ПН/ДНК із плазматичною мембраною
реципієнтних клітин. 

У роботі використовували плазміду
pGLG578 завдовжки 6,5 тис. пар нуклеоти-
дів [12, 13]. Плазмідну ДНК із трансформо-
ваної бактеріальної культури E. coli штаму

Рис. 1. Схематичне зображення структури гребенеподібного поліамфолітного носія

Характеристика синтезованих поліамфолітних носіїв 
(процентне співвідношення основного та прищеплених ланцюгів 5:95) 

#

Основний ланцюг Прищеплені ланцюги

Mn,
г/моль

σ,
мН/

м
(1%
р-н)

Вміст мономер-
них ланок в ПН,

%

Характеристика
мікроструктури*

[Cu2+],
% на

основ-
ний

ланцюг 

Вміст мономер-
них ланок в

ПН, %

Характеристика
мікроструктури

ВA
k

ВЕП
l 

MA
m

lВА lВЕП lMA R
ВЕП

b
ДМАЕМ

a
lВЕП lДМАЕМ R

БГ-2 22,0 34,0 44,0 1,0 1,0 1,0 99,5 1,1 7,5 92,5 1,02 14,8 7,5 3100 43,0

БГ-
2кв** 22,0 34,0 44,0 1,0 1,0 1,0 99,5 1,1 7,5 92,5 1,02 14,8 7,5 3100 52,3

БГ-3 22,0 34,0 44,0 1,0 1,0 1,0 99,5 1,1 15,6 84,4 1,07 4,94 14,6 2300 44,3

БГ-4 22,0 34,0 44,0 1,0 1,0 1,0 99,5 1,1 34,0 66,0 1,22 2,30 27,8 2100 37,3

Примітка: # — скорочена назва поліамфолітного носія, * l — середня довжина блоків із ланок комономера; 
R — кількість блоків з однакових ланок на 100 ланок кополімеру; 
** — кополімер із кватернізованими аміногрупами, одержаний у результаті оброблення йодистим метилом

(CH3I); Mn — середньочисельна молекулярна маса, σ — поверхневий натяг.
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DH5  виділяли за класичною методикою
[14]. Ізольовану плазмідну ДНК зберігали
при температурі –20 °С. Робоча концентра-
ція ДНК становила 1 мкг/мкл.

Утворення комплексів ДНК із ПН до -
слі джували за допомогою електрофорезу в
гелі агарози. До розчинів з різною концен-
трацією ПН додавали 1 мкг плазмідної ДНК
в об’ємі 9 мкл трис-HCl (Medicago AB,
Швеція), 20 мM, рН 7,4. Отриману суміш
інкубували протягом 20 хв за кімнатної тем-
ператури для утворення комплексу
ПН/ДНК [15]. Реакційну суміш переносили
в лунки 1%-го гелю агарози (LACHEMA, Че -
хія) і піддавали електрофорезу в буфері ТАЕ
(40 мM трис-HCl, 40 мM оцтова кислота,
1 мM ЕДТА, рН 8,5; Medicago AB) протягом
40−50 хв при 75 В. ДНК в гелі детектували,
застосовуючи трансілюмінатор (MacroVue
UV-20, Hoeffer) і фотографували цифровою
камерою фірми Canon.

ДНК-протекторні властивості полі-
амфолітних носіїв

Комплекси ПН/ДНК готували у 20 мМ
трис-HCl, рН 7,4, із використанням 1 мкг
плазмідної ДНК та 1 мкл ПН відповідної кон-
центрації. Аліквоти інкубували за кімнатної
температури упродовж 20 хв і піддавали дії
ДНКази І (Fermentas, Німеччина) у буфері
(10 мМ трис-HCl, рН 7,6, і 10 мМ MgCl2) про-
тягом 30 хв при 37 °C. ДНК (1 мкг) інкубува-
ли з ДНКазою І у різних концентраціях:
0,05 U/мкг ДНК, 0,1 U/мкг ДНК і 0,5 U/мкг
ДНК. Щоб зупинити дію ДНКази, додавали
5 мкл 0,5 М ЕДТА (Fer men tas, Німеччина),
рН 8,0 [16]. Одержані суміші піддавали елек-
трофорезу при 75 В протягом 40−50 хв. ДНК
в гелі детектували, як зазначено вище. 

Вивільнення ДНК з комплексу ПН/ДНК.
До комплексу ПН/ДНК, приготованому, як
описано вище, додавали гепарин (5000 МО/мл)
(РУП «Бєлмедпрепарати», Республіка Біло -
русь) до кінцевої концентрації 0,1%, 1%, 2%,
5%, 10% [17, 18]. Одержану суміш інкубували
протягом 3 год при 37 °C. Конфор ма ці й ний
стан ДНК (релаксована чи суперспіралізована)
досліджували за допомогою електро форезу в
1%-му гелі агарози, як описано вище. 

Результати та обговорення

Щоб підтвердити утворення комплексу
ПН/ДНК і його дисоціацію, визначити спів-
відношення компонентів (ПН і ДНК) у цьо -
му комплексі, а також перевірити протек-
торні властивості (захист від нуклеаз) ПН
щодо плазмідної ДНК, нами було проведено
електрофоретичне дослідження в гелі агаро-

зи. При цьому затримка електрофоретичної
рухливості плазмідної ДНК може свідчити
про утворення комплексу її з ПН і зменшен-
ня сумарного негативного заряду, тоді як
поява дифузної плями на електрофореграмі
вказує на фрагментацію плазмідної ДНК. 

ДНК-зв’язувальні властивості 
поліамфолітних носіїв

Результати, наведені на рис. 2, демон-
струють наявність на електрофореграмі двох
типів смуг ДНК, причому одна із цих смуг
майже не мігрує під час електрофорезу, що
свідчить про утворення міжмолекулярного
комплексу ПН із плазмідною ДНК. Оче -
видно, саме зменшення негативного заряду
ДНК в результаті утворення поліплексу
призводить до затримки її міграції в елек-
тричному полі. Водночас дві смуги другого
типу належать вільній плазмідній ДНК
(релаксована і суперспіралізована форми),
що не увійшла до комплексу з ПН і тому
добре мігрує під час електрофорезу. Слід
зазначити, що кватернізований ПН (БГ-2q),
якому притаманний більш позитивний
заряд, утворює комплекс із плазмідною
ДНК у нижчій концентрації (0,003%), ніж
некватернізований ПН (БГ-2), що забезпе-
чує таке комплексоутворення за втричі ви -
щої концентрації (0,01%). Утім, деяка кіль-
кість комплексованої ДНК виявляється й за
нижчої концентрації ПН (0,003% і 0,001%
у разі використання БГ-2 і 0,001% — БГ-2 q).

Висновок, зроблений щодо залежності
ефективності комплексоутворення між ПН і
плазмідною ДНК від рівня позитивного
заряду ПН, узгоджується з результатами,
по даними на рис. 3. У цьому досліді для
комплексоутворення використовували два
інші синтезовані ПН — БГ-3 і БГ-4. За одна-

Рис. 2. Електрофореграма зразків ДНК
плазміди pGLG578 та її комплексів із

поліамфолітними носіями БГ-2 (А) і БГ-2q (Б):
до 1 мкг плазмідної ДНК додавали 1 мкл полімеру
відповідної концентрації в об’ємі 9 мкл трис-HCl,
20 мM, рН 7,4. Доріжка 1 — 0,1% полімеру, 2 —

0,03%, 3 — 0,01%, 4 — 0,003%, 5 — 0,001%,
6 — вільна плазмідна ДНК;

комплекс поліамфолітний носій/ДНК;
ДНК, що не зв’язалася з полімером{

{

А Б
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кової довжини основного ланцюга ОМК
у них скорочено довжину бічних аміновміс-
них ланцюгів (із 14,8 ланок у БГ-2 до 4,94
у БГ-3 і 2,30 ланок у БГ-4), що містять ланки
ДМАЕМ із позитивним зарядом, а також
зменшено вміст цих ланок у бічних ланцю-
гах (із 92,5% у БГ-2 до 84,4% у БГ-3 і 66,0%
у БГ-4) (таблиця). Тому є підстави вважати,
що позитивний заряд БГ-3 і БГ-4 є недостат-
нім для утворення стійких комплексів із
ДНК порівняно з таким зарядом БГ-2.

Як видно із цього рисунка, за використа-
них концентрацій (0,003%, 0,01%, 0,03% і
0,1%) ПН БГ-3 і БГ-4 не утворюють ком-
плексів із плазмідною ДНК, оскільки від-
сутня затримка міграції цієї ДНК під час
електрофорезу. 

Отже, серед чотирьох досліджуваних
поліамфолітних аміновмісних носіїв — БГ-
2, БГ-2q, БГ-3 і БГ-4 — лише два перші ПН
здатні добре зв’язувати плазмідну ДНК,
причому БГ-2q із потенційно вищим значен-
ням позитивного заряду молекули перевер-
шує за своєю ДНК-зв’язувальною здатністю
БГ-2, який має дещо менший позитивний
заряд. 

Вивільнення ДНК з комплексу з полі-
амфолітним носієм

Наступним кроком нашого дослідження
була перевірка цілісності ДНК після її
вивільнення з комплексу ПН/ДНК. Для
цього використали здатність гепарину спри-
чинювати дисоціацію плазмідної ДНК з її
комплексів із ПН [2]. Як видно з рис. 4 (до -
ріж ки 3 і 4), плазмідна ДНК, вивільнена
з комплексу ПН/ДНК під впливом гепарину
в кінцевій концентрації 1% і 2%, перебуває
у двох формах — релаксованій і суперспіра-
лізованій. Нижча концентрація гепарину

(0,5%) не забезпечує вивільнення ДНК
з такого комплексу (доріжка 2). Підви -
щення його концентрації до 5% призводить
до порушення цілісності ДНК (доріжка 5),
що узгоджується з даними інших дослідни-
ків [16, 17]. Тому саме 1%-ну концентрацію
гепарину було вибрано для подальшого
дослідження вивільнення ДНК із комплек-
сів із ПН.

Наведені результати дають підстави
стверджувати, що поліамфолітні носії БГ-2 і
БГ-2q не лише найкраще зв’язують плазмід-
ну ДНК, але й ефективно захищають її від
деградації у разі вивільнення з комплексу
ПН/ДНК, не впливаючи на структуру цієї
ДНК.

ДНК-протекторні властивості полі-
амфолітного носія БГ-2

Конформація ДНК є визначальною у за -
безпеченні її стійкості до розщеплення нук-
леазами [10]. Відомо, що дезоксирибонук-
леаза І (ДНКаза І) відіграє основну роль
у розщепленні ДНК [1, 19]. Здатність полі-
амфолітних носіїв захищати ДНК від дії
нуклеаз має першорядне значення у підви-
щенні ефективності експресії доставлених
генів [16]. Ми дослідили, чи захищає полі-
амфолітний носій БГ-2 плазмідну ДНК від її
розщеплення ДНКазою I. Для цього утворе-
ні комплекси ПН/ДНК обробляли цією нук-
леазою у різній концентрації. Як випливає з
рис. 5, вільна плазмідна ДНК суттєво ушко -
джується ДНКазою I вже в концентрації
0,05 U/мкг ДНК, а подальше підвищення
концентрації ДНКази I до 0,1 і 0,5 U/мкг

А Б

Рис. 3. Електрофореграма зразків ДНК
плазміди pGLG578 за присутності

поліамфолітних носіїв БГ-3 (А) і БГ-4 (Б):
до 1 мкг плазмідної ДНК додавали 1 мкл

полімеру відповідної концентрації 
в об’ємі 9 мкл трис-HCl, 20 мM, рН 7,4. 

Доріжка 1 — 0,1% полімеру, 2 — 0,03%, 3 —
0,01%, 4 — 0,003%, 5 — вільна плазмідна ДНК;

ДНК, що не зв’язалася з носієм{

А Б

Рис. 4. Електрофореграма ДНК плазміди
pGLG578, вивільненої з комплексу 

з БГ-2 (А) і БГ-2q (Б):
до 1 мкг плазмідної ДНК додавали 1 мкл 0,1%-
го розчину відповідного ПН в об’ємі 9 мкл трис-

HCl, 20 мM, рН 7,4. До утвореного комплексу
ДНК із ПН додавали гепарин у різній кінцевій
концентрації: доріжка 1 — 0%, 2 — 0,5%, 3 —

1%, 4 — 2%, 5 — 5%, 6 — вільна плазмідна
ДНК;

 комплекс ПН/ДНК;
 плазмідна ДНК, вивільнена з комплексу
ПН/ДНК;

 розщеплена ДНК{
{

{
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ДНК призводить до ще суттєвішої деграда-
ції плазмідної ДНК.

Враховуючи наведені вище дані про
захист поліамфолітним носієм БГ-2 плазмід-
ної ДНК від руйнування, що відбувається за
присутності гепарину (рис. 4), ми дослідили
протекторні властивості БГ-2 щодо плазмід-
ної ДНК, на яку діяли ДНКазою І. Як видно
з рис. 6 (доріжки 2 і 3) плазмідна ДНК, що
перебуває у комплексі з ПН, нечутлива
до цього ензиму в концентрації 0,05
і 0,1 U/1 мкг ДНК. При цьому зберігаються
без помітних змін як релаксована, так і су -
перспіралізована форми плазмідної ДНК.
Лише за дії ДНКази І у високій концентрації
(0,5 U/1 мкг ДНК) виявлено часткове руйну-
вання плазмідної ДНК (рис. 6, доріжка 4).

Отже, результати наших досліджень
свідчать про те, що поліамфолітні носії типу
БГ-2 захищають плазмідну ДНК від руйну-
вання ДНКазою І, що є важливим під час
доставлення генів у реципієнтні клітини in
vitro та in vivo.

Механізми захисної дії поліамфолітних
носіїв від нуклеазного (ДНКаза І) розщеп-
лення асоційованої з ними плазмідної ДНК
до кінця не з’ясовано. Вважають, що аміно -
групи відштовхують катіони Mg2+, необхідні
для активності цього ензиму, або можуть
просторово перешкоджати його доступу до
ДНК, іммобілізованої в комплексі [20]. Тому
поліамфолітні носії ДНК можна розглядати
як своєрідні інгібітори активності
ДНКази I [21].

Таким чином, продемонстровано ефек-
тивну іммобілізацію плазмідної ДНК нови-
ми поліамфолітними аміновмісними носія-
ми типу БГ-2. Як асоціація, так і
вивільнення ДНК з комплексу із цими
носіями не спричинює структурних змін
ДНК. Виявлено здатність носіїв БГ-2 захи-
щати плазмідну ДНК від розщеплення
ДНКазою I. Охарактеризовані носії є пер-
спективними для доставлення генів ДНК у
реципієнтні клітини.

Роботу виконано за фінансової підтримки
гранту, наданого Є. З. Філяку і Н. С. Фі нюк
Західно-Українським біомедичним дослід-
ницьким центром (2011−2012 рр.), а також
проекту за договором № 46 цільової комп -
лексної програми фундаментальних дослід-
жень НАН України «Фундаментальні основи
молекулярних та клітинних біотехнологій».
Автори вдячні к. б. н. Стасику О. В. за нада-
ну плазміду pGLG578.

Рис. 5. Електрофореграма ДНК плазміди
pGLG578, розщепленої ДНКазою І:

доріжка 1 — нативна ДНК; 
2 — ДНК після оброблення ДНКазою І

у концентрації 0,05 U/мкг ДНК; 
3 — ДНК після оброблення ДНКазою І

у концентрації 0,1 U/мкг ДНК; 
4 — ДНК після оброблення ДНКазою І 

у концентрації 0,5 U/мкг ДНК;
 доріжки із розщепленою ДНК{

Рис. 6. Електрофоретична оцінка ДНК-
протекторної здатності поліамфолітних носіїв

БГ-2 (А) і БГ-2q (Б):
до 1 мкг плазмідної ДНК pGLG578 додавали

1 мкл 0,1%-го розчину ПН в об’ємі 9 мкл трис-
HCl, 20 мM. Утворений комплекс піддавали
впливу ДНКази І у різних концентраціях: 

доріжка 1 — нативна ДНК; 
2 — комплекс ПН/ДНК, оброблений ДНКазою І

в концентрації 0,05 U/мкг ДНК;
3 — комплекс ПН/ДНК, оброблений ДНКазою І

в концентрації 0,1 U/мкг ДНК; 
4 — комплекс ПН/ДНК, оброблений ДНКазою І

в концентрації 0,5 U/мкг ДНК;
 плазмідна ДНК, вивільнена з комплексу
ПН/ДНК;

 розщеплена плазмідна ДНК{ 
 {

А Б
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ОБРАЗОВАНИЕ ПОЛИПЛЕКСОВ
НОВЫМИ ПОВЕРХНОСТНО-

АКТИВНЫМИ ГРЕБНЕПОДОБНЫМИ
ПОЛИАМФОЛИТАМИ 
И ПЛАЗМИДНОЙ ДНК
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Изучено образование интерполиэлектро-
литных комплексов (полиплексов) плазмид-
ной ДНК с новыми поверхностно-активными
гребнеподобными полиамфолитными носите-
лями с использованием метода определения
задержки движения ДНК во время электрофо-
реза в геле агарозы. Установлены оптималь-
ные условия для образования полиплексов,
а именно: концентрация полиамфолитных
носителей 0,01−0,003%, рН 7,4, 20 мин
и 24 °С. Показано, что полиамфолит с кватер-
низованными боковыми аминосодержащими
цепями образует наиболее стабильные поли-
плексы с плазмидной ДНК. Ассоциация
и высвобождение ДНК из комплекса с поли-
амфолитными носителями не вызывает ее
структурных изменений, более того, эти носи-
тели защищают ДНК от расщепления нуклеа-
зами. Следовательно, новые поверхностно-
активные гребнеподобные полиамфолиты
могут быть перспективными носителями для
доставки ДНК в реципиентные клетки.

Ключевые слова: плазмидная ДНК, поли ам -
фо литные носители, стабильность поли плек -
сов, электрофорез ДНК.

POLYPLEX FORMATION BY NOVEL 
SURFACE ACTIVE COMB-LIKE 

POLYAMFOLYTES AND PLASMID DNA
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Formation of the interpolyelectrolytic com-
plexes (polyplexes) of plasmid DNA and novel
surface active comb-like polyampholytic carriers
was studied. To do that, the method of determi -
ning DNA retardation during its electrophoresis
in the agarose gel was used. Optimal conditions
for the formation of such polylexes were defined:
PC concentration 0.1–0.003 %, рН 7.4, 20 min,
24 °С. It was found that polyampholyte posses -
sing quaternized amino-containing side chains is
capable to form the most stable polyplexes with
plasmid DNA. The association of DNA with
polyampholytic carriers and its release from
such complex do not cause changes in DNA
structure. Therefor, the polyampholytic carriers
under study protected DNA from its nuclease
cleavage. Thus, novel surface active comb-like
polyampholytes are perspective carriers for
delivering DNA to the recipient cells.

Key words: plasmid DNA, polyampholytic car -
riers, stability of polyplexes, DNA electro -
phoresis.




