Синтез катионного ионизируемого липида и конструирование липидных наночастиц с мРНК для трансфекции
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[bookmark: k58k0rnhjzkk]В последние несколько лет липидные наночастицы (ЛНЧ) на основе ионизируемых катионных липидов активно исследуются в качестве средства доставки матричной РНК для вакцинотерапии вирусных инфекций. Структуры большинства описанных в литературе ионизируемых липидов включают разветвленные углеводородные цепи, нехарактерные для природных липидов, что представляет потенциальные препятствия для их биодеградации липазами и может приводить к нежелательным побочным реакциям при введении в организм.  Кроме того, синтез липидов, содержащих подобные структурные элементы, нередко сопряжен с использованием дорогостоящих и взрывоопасных реагентов. 
[bookmark: _l4hjt38e0ch5]В лаборатории химии липидов ИБХ РАН была предложена структура нового ионизируемого катионного липида Ан-1, которая не содержит разветвленные алкильные фрагменты. Благодаря этой особенности, Ан-1 потенциально обладает меньшей токсичностью по отношению к клеткам человека. В данном исследовании было доработана методика синтеза липида Ан-1 с использованием безопасных коммерчески доступных соединений [1]. Выход Ан-1 по итогам шестистадийного синтеза составил около 8%, на трех стадиях синтеза для очистки вещества была использована колоночная адсорбционная хроматография; структура соединения подтверждена методами спектроскопии ядерного магнитного резонанса и масс-спектрометрии. 
[bookmark: _hybviic51uvf]Были получены ЛНЧ, содержащие мРНК зелёного флуоресцентного белка (GFP), на основе Ан-1 и вспомогательных липидов: холестерин, диолеоилфосфатидилэтаноламин (DOPE), полиэтиленгликоль2000-димиристоилглицерин (DMG-PEG2000). мРНК-GFP инкапсулировали в ЛНЧ путём интенсивного смешивания водно-этанольных сред с последующим разбавлением физиологическим раствором на фосфатном буфере (рН 7.0) и концентрированием в ультрафильтрационных пробирках. Размеры наночастиц охарактеризованы методом динамического светорассеяния: в зависимости от соотношений липидов гидродинамический диаметр составил от 120 до 130 нм; индекс полидисперсности – от 0.15 до 0.22.
Включение мРНК в ЛНЧ изучали путем измерения флуоресценции интеркалирующего красителя Ribo488 в зависимости от концентрации РНК до и после разрушения наночастиц детергентом Tween20. Калибровочные графики выстраивали в присутствии липидов. В зависимости от условий эксперимента и состава ЛНЧ, эффективность включения мРНК составила до 90%. 
Проверку функциональной активности ЛНЧ с мРНК-GFP проводили в культуре клеток эмбриональной почки человека HEK293T. Результаты оценки экспрессии белка после 36 ч инкубации свидетельствуют о способности ЛНЧ с Ан-1 осуществлять трансфекцию. Эффективность трансфекции оценивали методом проточной цитофлуориметрии, доля трансфецированных клеток составила 91%.
Литература
1. Gaisin, K.S., Ryabukhina, E.V., Koroev, D.O., Mikhalyov, I.I., Zhuravlev, E.S., Stepanov, G.A., Boldyrev I.A., Vodovozova, E.L. An Ionizable Cationic Lipid for Intracellular RNA Delivery // Russ. J. of Bioorg. Chem. 2025. Vol. 51(5) P. 1982-1989.

