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À. Ì. Åôðåìîâ, È. Â. Äóõîâëèíîâ è äð.
Íåâèðóñíàÿ ðåãåíåðàòèâíàÿ ãåíîòåðàïèÿ ïîâðåæäåíèé êîæíûõ ïîêðîâîâ ìëåêîïèòàþùèõ

Ñêîðîñòü è õàðàêòåð ðåãåíåðàöèè êîæíûõ ïîêðîâîâ ïîñëå ðàíåíèé, îæîãîâ è äðóãèõ òðàâì çàâèñÿò â
îñíîâíîì îò ïðîëèôåðàöèè êëåòîê â çîíå ïîðàæåíèÿ. Óñêîðåíèå çàæèâëåíèÿ ðàí ïóòåì ñòèìóëÿöèè ïðî-
ëèôåðàöèè êëåòîê è ñèíòåçà ìåæêëåòî÷íîãî âåùåñòâà ÿâëÿåòñÿ îäíîé èç âàæíåéøèõ çàäà÷ ñîâðåìåííîé
ïðàêòè÷åñêîé ìåäèöèíû. Äëÿ ëå÷åíèÿ ðàí, êàê è äëÿ ëå÷åíèÿ ìíîãèõ äðóãèõ çàáîëåâàíèé, èñïîëüçóþò
ãåíîòåðàïåâòè÷åñêèå ïîäõîäû. Äëÿ ýòèõ öåëåé, êàê ïðàâèëî, ïðèìåíÿþò ãåíåòè÷åñêèå êîíñòðóêöèè íà
îñíîâå âåêòîðîâ ýêñïðåññèè ìèòîãåííûõ ôàêòîðîâ ðîñòà. Êëþ÷åâûì ìîìåíòîì, îïðåäåëÿþùèì ýôôåê-
òèâíîñòü ãåíîòåðàïèè, ÿâëÿåòñÿ âûáîð ñïîñîáà ïåðåíîñà ÄÍÊ â òêàíè æèâîòíîãî. Íåâèðóñíûå ñðåäñòâà
ïåðåíîñà ëèøåíû ìíîãèõ ïîáî÷íûõ ýôôåêòîâ è ìîãóò ïðèìåíÿòüñÿ äëÿ ýòèõ öåëåé. Ìîëåêóëÿðíûå êîíú-
þãàòû íà îñíîâå ïîëèêàòèîííûõ ïåïòèäîâ ýôôåêòèâíû è ïðîñòû â èñïîëüçîâàíèè, à òàêæå ñïîñîáíû
îáåñïå÷èòü íàïðàâëåííûé ïåðåíîñ çà ñ÷åò ââåäåíèÿ â ñîñòàâ ïåïòèäà ëèãàíäà ê êëåòî÷íûì ðåöåïòîðàì.
Â äàííîì èññëåäîâàíèè ìû ðàçðàáîòàëè äâà ìîëåêóëÿðíûõ êîíúþãàòà íà îñíîâå ìîäèôèöèðîâàííîãî
ñèãíàëà ÿäåðíîé ëîêàëèçàöèè Ò-àíòèãåíà âèðóñà SV40 (êàòèîííàÿ ñîñòàâëÿþùàÿ) è ïåïòèäíûõ ëèãàíäîâ
ê ðåöåïòîðó òðàíñôåððèíà (ëèãàíäíàÿ ñîñòàâëÿþùàÿ). Ýòè êîíúþãàòû ýôôåêòèâíî ñâÿçûâàþòñÿ ñ ïëàç-
ìèäíîé ÄÍÊ è îáåñïå÷èâàþò åå ïåðåíîñ â êëåòêè, ýêñïðåññèðóþùèå ðåöåïòîðû òðàíñôåððèíà, ñ ïî-
ìîùüþ ðåöåïòîðîïîñðåäîâàííîãî ýíäîöèòîçà. Ïðèìåíåíèå ïåïòèäîâ ïðè äîñòàâêå ïëàçìèäíîé ÄÍÊ ñ
ðåïîðòåðíûì ãåíîì ëþöèôåðàçû â ðàíû æèâîòíûõ óâåëè÷èëî ýôôåêòèâíîñòü ïåðåíîñà â 100 ðàç. Îáðà-
áîòêà ðàí æèâîòíûõ êîìïëåêñàìè âåêòîðà ýêñïðåññèè ñèíòåòè÷åñêîãî ãåíà èíñóëèíîïîäîáíîãî ôàêòîðà
ðîñòà ÷åëîâåêà ñ ìîëåêóëÿðíûì êîíúþãàòîì óñêîðÿëî ðåãåíåðàöèþ íå ìåíåå ÷åì â 1.5 ðàçà ïî ñðàâíå-
íèþ ñ çàæèâëåíèåì ðàí æèâîòíûõ, îáðàáîòàííûõ ñâîáîäíûì âåêòîðîì ýêñïðåññèè. Ïîëó÷åííûå ðåçóëü-
òàòû ñâèäåòåëüñòâóþò î âûñîêîé ýôôåêòèâíîñòè ðàçðàáîòàííîé ñèñòåìû íåâèðóñíîé ðåãåíåðàöèîííîé
ãåíîòåðàïèè ïîâåðõíîñòíûõ ïîâðåæäåíèé ìëåêîïèòàþùèõ.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: ìîëåêóëÿðíûå êîíúþãàòû, ïåðåíîñ ãåíîâ, ðåãåíåðàòèâíàÿ ãåíîòåðàïèÿ êîæ-
íûõ ïîêðîâîâ, òðàíñôåððèíîâûé ðåöåïòîð, èíñóëèíîïîäîáíûé ôàêòîð ðîñòà 1.

Ïîâðåæäåíèÿ ïîâåðõíîñòíûõ òêàíåé (îæîãè è ðàíû)
ÿâëÿþòñÿ îïàñíûìè òðàâìàìè è ÷àñòî àññîöèèðîâàíû ñ
äëèòåëüíûìè ïðîöåññàìè ðåãåíåðàöèè, õðîíè÷åñêèìè ðà-
íàìè, ìíîãî÷èñëåííûìè ðóáöàìè è ñåðüåçíûìè èíôåêöè-
ÿìè. Ðåãåíåðàöèÿ ïîâðåæäåííûõ òêàíåé çàâèñèò â îñíîâ-
íîì îò ïðîëèôåðàöèè êëåòîê ðàçëè÷íûõ òèïîâ, íàõîäÿ-
ùèõñÿ â çîíå ïîðàæåíèÿ, è èõ ó÷àñòèÿ â ñèíòåçå
êîìïîíåíòîâ ìåæêëåòî÷íîãî âåùåñòâà (Bowler, 2002).
Óñêîðåíèå çàæèâëåíèÿ ðàí è ëå÷åíèå ïðî÷èõ ïîâðåæäå-
íèé ïóòåì ñòèìóëÿöèè ðåãåíåðàöèè ÿâëÿåòñÿ îäíîé èç
âàæíåéøèõ çàäà÷ ïðàêòè÷åñêîé ìåäèöèíû. Áîëüøèíñòâî
ñîâðåìåííûõ ìåòîäîâ ñòèìóëÿöèè ðåãåíåðàöèè îñíîâàíî
ëèáî íà óëó÷øåíèè òðîôèêè òêàíåé, îêðóæàþùèõ ïî-
âðåæäåííûé ó÷àñòîê, ëèáî íà ïîâûøåíèè ñêîðîñòè ïðî-
ëèôåðàöèè âõîäÿùèõ â èõ ñîñòàâ êëåòîê (â ïåðâóþ î÷å-
ðåäü ýòî îòíîñèòñÿ ê êëåòêàì ñîåäèíèòåëüíîé òêàíè)
(Bowler, 2002). Ëó÷øå âñåãî ñåáÿ çàðåêîìåíäîâàëè ïðåïà-
ðàòû, äåéñòâóþùèì íà÷àëîì êîòîðûõ ÿâëÿþòñÿ ìèòîãåí-

íûå ôàêòîðû ðîñòà, ñïîñîáíûå ñïåöèôè÷åñêè çàïóñêàòü
äåëåíèå êëåòîê-ìèøåíåé (Ferguson et al., 2009; Macri,
Clark, 2009). Ñëåäóåò îòìåòèòü êîðîòêîå âðåìÿ æèçíè â
îðãàíèçìå ñèãíàëüíûõ ìîëåêóë, ê êîòîðûì îòíîñÿòñÿ è
ìèòîãåííûå ðîñòîâûå ôàêòîðû, ÷òî ïðåäïîëàãàåò íåîáõî-
äèìîñòü ÷àñòûõ ïîâòîðíûõ ââåäåíèé ïðåïàðàòîâ ïðè òå-
ðàïèè. Â ýòîé ñâÿçè ïðåäñòàâëÿåòñÿ àêòóàëüíîé ðàçðàáîò-
êà ãåíîòåðàïåâòè÷åñêèõ ìåòîäîâ ñòèìóëÿöèè çàæèâëåíèÿ
ðàí ó ìëåêîïèòàþùèõ. Â ýòîì ñëó÷àå â òêàíè, îêðóæàþ-
ùèå ïîâðåæäåíèÿ, ââîäèòñÿ âåêòîð ýêñïðåññèè, ñîäåðæà-
ùèé ãåí, êîäèðóþùèé òîò èëè èíîé ôàêòîð, ñòèìóëèðóþ-
ùèé çàæèâëåíèå. Ýêñïðåññèÿ ýòîãî ãåíà ïîçâîëÿåò ïîä-
äåðæèâàòü ïîñòîÿííûé óðîâåíü ôàêòîðà ðîñòà â ìåñòå
ïîâðåæäåíèÿ, ñòèìóëèðóÿ òàêèì îáðàçîì ïðîöåññ ðåãåíå-
ðàöèè (Makinen et al., 2002). Êëþ÷åâûì ìîìåíòîì, îïðå-
äåëÿþùèì ýôôåêòèâíîñòü ãåíîòåðàïèè, ÿâëÿåòñÿ âûáîð
ñïîñîáà ïåðåíîñà ÄÍÊ â êëåòêè-ìèøåíè. Ïðèìåíåíèå ñ
ýòîé öåëüþ âèðóñíûõ âåêòîðîâ èìååò ñóùåñòâåííûå îãðà-
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íè÷åíèÿ (Molas et al., 2003). Â ñâÿçè ñ ýòèì àêòóàëüíîé ÿâ-
ëÿåòñÿ ðàçðàáîòêà íåâèðóñíûõ ìåòîäîâ ïåðåíîñà ÄÍÊ.
Íåñìîòðÿ íà áîëåå íèçêóþ ýôôåêòèâíîñòü îäíîêðàòíîãî
ïðèìåíåíèÿ, íåâèðóñíûå ñðåäñòâà ëèøåíû ðÿäà ïðèí-
öèïèàëüíûõ íåäîñòàòêîâ âèðóñíûõ âåêòîðîâ (âûñîêèõ
èììóíîãåííîñòè è òîêñè÷íîñòè) è ìîãóò áûòü èñ-
ïîëüçîâàíû ìíîãîêðàòíî. Íàèáîëåå ïåðñïåêòèâíûì ïîä-
õîäîì â ýòîé îáëàñòè ÿâëÿåòñÿ ïðèìåíåíèå ìîëåêóëÿðíûõ
êîíúþãàòîâ — êàòèîííûõ íîñèòåëåé — äëÿ êîíäåíñàöèè
ÄÍÊ çà ñ÷åò ýëåêòðîñòàòè÷åñêèõ âçàèìîäåéñòâèé ñ ïîñëå-
äóþùåé äîñòàâêîé ïîëèýëåêòðîëèòíûõ êîìïëåêñîâ
ÄÍÊ/íîñèòåëü â êëåòêè ìëåêîïèòàþùèõ. Ñïåöèôè÷íîñòü
ïåðåíîñà êîìïëåêñîâ ÄÍÊ/ïîëèêàòèîí â êëåòêè-ìèøåíè
äîñòèãàåòñÿ ââåäåíèåì â èõ ñîñòàâ ëèãàíäîâ ê êëåòî÷íûì
ðåöåïòîðàì, ÷òî ïðèâîäèò ê ðåöåïòîðîïîñðåäîâàííîìó
ýíäîöèòîçó êîìïëåêñîâ (Molas et al., 2003). Òàêèì îáðà-
çîì, ýôôåêòèâíîñòü òåðàïèè â çíà÷èòåëüíîé ñòåïåíè îáó-
ñëîâëèâàåòñÿ èçáèðàòåëüíîñòüþ èñïîëüçîâàííûõ ïðè ðàç-
ðàáîòêå êàòèîííûõ íîñèòåëåé ëèãàíäîâ ïî îòíîøåíèþ ê
ðåöåïòîðàì êëåòîê-ìèøåíåé. Â ïðîöåññå ðåãåíåðàöèè
êîæíûõ ïîêðîâîâ ìëåêîïèòàþùèõ îñîáóþ ðîëü èãðàåò
ïðîëèôåðàöèÿ ôèáðîáëàñòîâ êîæè â îáëàñòÿõ, íåïîñðåä-
ñòâåííî ïðèëåãàþùèõ ê ðàíå. Ðàçðàáîòêà âûñîêîýôôåê-
òèâíûõ è ñïåöèôè÷íûõ ìåòîäîâ ïåðåíîñà ÄÍÊ â ôèáðî-
áëàñòû ïîâåðõíîñòíûõ òêàíåé ìëåêîïèòàþùèõ áóäåò ÿâ-
ëÿòüñÿ ñóùåñòâåííûì âêëàäîì â ðàçâèòèå ìåòîäîâ
òåðàïèè ðàí.

Ïðè ñîçäàíèè ìîëåêóëÿðíûõ êîíúþãàòîâ, ñïîñîáíûõ
ýôôåêòèâíî è ñïåöèôè÷íî ïåðåíîñèòü ãåíû «èíòåðåñà» â
ôèáðîáëàñòû ïîâåðõíîñòíûõ òêàíåé ìëåêîïèòàþùèõ,
÷ðåçâû÷àéíî âàæíûìè ïðåäñòàâëÿþòñÿ äâà ôàêòîðà —
âûáîð ëèãàíäà, èìåþùåãî çíà÷èòåëüíûå êîëè÷åñòâà ðå-
öåïòîðîâ íà ïîâåðõíîñòè êëåòîê-ìèøåíåé, è êàòèîííîãî
íîñèòåëÿ, îáåñïå÷èâàþùåãî ýôôåêòèâíóþ êîìïàêòèçà-
öèþ ÄÍÊ ñ ôîðìèðîâàíèåì ïîëèýëåêòðîëèòíûõ êîìïëåê-
ñîâ, íå ñïîñîáíûõ ïðîíèêàòü â êëåòêè àäñîðáöèîííûì ýí-
äîöèòîçîì (Molas et al., 2003). Ïîñëåäíåå îáñòîÿòåëüñòâî
âàæíî äëÿ ñïåöèôè÷íîñòè ïåðåíîñà ãåíîâ. Òðàíñôåððè-
íîâûå ðåöåïòîðû äàâíî ïðèâëåêàþò âíèìàíèå èññëåäîâà-
òåëåé â êà÷åñòâå ìèøåíåé äëÿ äîñòàâêè â êëåòêè ôàðìà-
êîëîãè÷åñêè àêòèâíûõ âåùåñòâ (Thorstensen, Romslo,
1993; Jones, Shusta, 2007). Îäíèì èç âàæíûõ ïðåèìóùåñòâ
òðàíñôåððèíîâûõ ðåöåïòîðîâ ïðè ðàçðàáîòêå ñèñòåì ðå-
ãåíåðàòèâíîé è ïðîòèâîîïóõîëåâîé ãåíîòåðàïèè ÿâëÿåòñÿ
êîððåëÿöèÿ ÷èñëà ðåöåïòîðîâ íà ïîâåðõíîñòè êëåòîê ñî
ñêîðîñòüþ ïðîëèôåðàöèè. ×åì àêòèâíåå ïðîëèôåðèðóþò
êëåòêè, òåì áîëüøåå ÷èñëî ðåöåïòîðîâ òðàíñôåððèíà
ïðåäñòàâëåíî íà èõ ïîâåðõíîñòè (Inoue et al., 1993; Ponka,
Lok, 1999). Ïðè ïåðåíîñå ãåíîâ ðîñòîâûõ ôàêòîðîâ, ñòè-
ìóëèðóþùèõ ïðîëèôåðàöèþ, ìîæíî îæèäàòü âîçíèê-
íîâåíèÿ ïîëîæèòåëüíîé îáðàòíîé ñâÿçè — óñêîðåíèå
äåëåíèÿ êëåòîê ïðèâåäåò ê ïîâûøåíèþ ýôôåêòèâíîñòè
äîñòàâêè ãåíîâ. Ñóùåñòâåííûìè íåäîñòàòêàìè òðàíñôåð-
ðèíîâûõ ðåöåïòîðîâ â êà÷åñòâå ìèøåíåé äëÿ ïåðåíîñà ãå-
íîâ ÿâëÿþòñÿ îòíîñèòåëüíî áîëüøàÿ ìîëåêóëÿðíàÿ ìàññà
èõ ëèãàíäà òðàíñôåððèíà è çàâèñèìîñòü ëèãàíä-ðåöåïòîð-
íûõ âçàèìîäåéñòâèé îò íàñûùåííîñòè òðàíñôåððèíà
èîíàìè æåëåçà (Ponka, Lok, 1999). Èçâåñòíî, ÷òî óâåëè÷å-
íèå ðàçìåðîâ êîìïëåêñîâ ÄÍÊ/êîíúþãàò äî 100 íì ïðè-
âîäèò ê ñóùåñòâåííîìó óõóäøåíèþ ïðîíèêíîâåíèÿ ÄÍÊ
â ÿäðà êëåòîê è êàê ñëåäñòâèå ê ïàäåíèþ óðîâíÿ ýêñïðåñ-
ñèè ïåðåíåñåííîãî ãåíà (Erbacher et al., 1995). Çàâèñè-
ìîñòü ýôôåêòèâíîñòè ýíäîöèòîçà îò íàñûùåííîñòè
òðàíñôåððèíà æåëåçîì ñîçäàåò äîïîëíèòåëüíûå ñëîæ-
íîñòè, îñîáåííî ïðè ïåðåíîñå ãåíîâ in vivo. Óêàçàííûå

îãðàíè÷åíèÿ ìîëåêóëÿðíûõ êîíúþãàòîâ íà îñíîâå òðàíñ-
ôåððèíà ìîæíî îáîéòè, çàìåíèâ òðàíñôåððèí íà íèç-
êîìîëåêóëÿðíûå ïåïòèäíûå ëèãàíäû, îáëàäàþùèå
âûñîêîé àôôèííîñòüþ ê òðàíñôåððèíîâûì ðåöåïòîðàì.
Îñíîâûâàÿñü íà äàííûõ Ëè è ñîàâòîðîâ (Lee et al., 2001),
ìû ñîîáùàåì â íàñòîÿùåé ðàáîòå î ñèíòåçå ìîëåêó-
ëÿðíûõ êîíúþãàòîâ, îáåñïå÷èâàþùèõ ýôôåêòèâíóþ äîñ-
òàâêó ãåíîâ «èíòåðåñà» â ïðîëèôåðèðóþùèå êëåòêè, ýêñ-
ïðåññèðóþùèõ çíà÷èòåëüíûå êîëè÷åñòâà ðåöåïòîðîâ
òðàíñôåððèíà, è î ñîçäàíèè íà îñíîâå òàêèõ êîíúþãàòîâ
ñèñòåìû ðåãåíåðàòèâíîé ãåíîòåðàïèè êîæíûõ ïîêðîâîâ
ìëåêîïèòàþùèõ.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ð å à ê ò è â û. Â ðàáîòå èñïîëüçîâàíû ðåàêòèâû è ïðî-
èçâîäíûå àìèíîêèñëîò ôèðì Sigma Chemical Co., Fisher
Scientific, Bachem (ÑØÀ), Reanal (Âåíãðèÿ), Saxon Bio-
chemicals GMBH (Ãåðìàíèÿ), Amersham Bioscience, Roche
Applied Science, Invitrogen, Promega, Gibco (ÑØÀ), à òàê-
æå îòå÷åñòâåííîãî ïðîèçâîäñòâà, êâàëèôèêàöèè õ. ÷. è
÷. ä. à.; 4-(2R, 4R-äèìåòîêñèôåíèë-Fmoc-àìèíîìåòèë)-ôå-
íîêñèàöåòàìèäî-íîðëåéöèëàìèíîìåòèë-ïîëèìåð (Gl. Bio-
chem., Êèòàé); ôåðìåíòû äëÿ ãåííî-èíæåíåðíûõ ðàáîò
(Fermentas, Ëèòâà, è ÍÏÎ ÑèáÝíçèì, Íîâîñèáèðñê). Äè-
ìåòèëôîðìàìèä ïåðåä èñïîëüçîâàíèåì ïåðåãîíÿëè â âà-
êóóìå è õðàíèëè íàä ìîëåêóëÿðíûìè ñèòàìè 4 Å. Èí-
äèâèäóàëüíîñòü ïðîèçâîäíûõ àìèíîêèñëîò êîíòðîëèðî-
âàëè ìåòîäîì ÒÑÕ íà ïëàñòèíêàõ Merck F 254 (Ãåðìàíèÿ)
â ñëåäóþùèõ ñèñòåìàõ ðàñòâîðèòåëåé: 1%-íûé àììèàê-
ôòîð-áóòèëîâûé ñïèðò, 1 : 3 (À); õëîðîôîðì-ìåòàíîë, 9 :
2 (Á); õëîðîôîðì-ìåòàíîë-óêñóñíàÿ êèñëîòà, 90 : 7 : 3 (Â).
Âèçóàëèçàöèþ õðîìàòîãðàìì ïðîâîäèëè ÓÔ-îáëó÷åíèåì
ïðè 254 íì è ìåòîäîì îáóãëèâàíèÿ â ñåðíîé êèñëîòå.

Æ è â î ò í û å. Ìûøè ëèíèè DBA-2 (ñàìöû, 6 íåä) ïî-
ëó÷åíû èç ïèòîìíèêà ÐÀÌÍ «Ðàïïîëîâî».

Ê ë å ò î ÷ í û å ê ó ë ü ò ó ð û. Ëèíèÿ êëåòîê ãåïàòîöåë-
ëþëÿðíîé êàðöèíîìû (ãåïàòîìû) ÷åëîâåêà HepG2 ïîëó-
÷åíà èç îòäåëà êëåòî÷íûõ êóëüòóð Èíñòèòóòà öèòîëîãèè
ÐÀÍ (Ñàíêò-Ïåòåðáóðã). Êëåòêè âûðàùèâàëè â ñðåäå
DMEM, ñîäåðæàùåé 10 % ýìáðèîíàëüíîé ñûâîðîòêè òå-
ëÿò (Áèîëîò, Ðîññèÿ), ïðè 37 °Ñ â ÑÎ2-èíêóáàòîðå ñ ñîäåð-
æàíèåì CO2 5 %.

Ï ë à ç ì è ä û. Â ðàáîòå èñïîëüçîâàëè ïëàçìèäó
pCMVluc, îïèñàííóþ ðàíåå (Àêèôüåâ è äð., 2004), ïðåä-
ñòàâëÿþùóþ ñîáîé âåêòîð ýêñïðåññèè êÄÍÊ-ãåíà ëþöè-
ôåðàçû ñâåòëÿêà Photinus piralis (luc) ïîä êîíòðîëåì ïðî-
ìîòîðà ðàííèõ ãåíîâ öèòîìåãàëîâèðóñà (CMV). Ïëàçìèäà
pCMVIGF-1s ñîäåðæèò ñèíòåòè÷åñêèé ãåí, êîäèðóþùèé
èíñóëèíîïîäîáíûé ôàêòîð ðîñòà I òèïà ÷åëîâåêà, ïîä
êîíòðîëåì ïðîìîòîðà CMV, è îïèñàíà ðàíåå (Èâàíîâ,
2007). Ïëàçìèäà pDIGF-1s îòëè÷àåòñÿ îò pCMVIGF-1s îò-
ñóòñòâèåì ïðîìîòîðíîé îáëàñòè. Âñå ðàáîòû ïî ïîëó÷å-
íèþ ãåíåòè÷åñêèõ êîíñòðóêöèé âûïîëíÿëè â ñîîòâåòñò-
âèè ñ îïèñàííûìè ìåòîäèêàìè (Ìàíèàòèñ è äð., 1984).

Ñ è í ò å ç ï å ï ò è ä î â. Êàòèîííûå ïåïòèäû K8, Tat,
NLS è NLS-Arg ñèíòåçèðîâàëè òâåðäîôàçíûì ìåòîäîì
ñ èñïîëüçîâàíèåì ñòðàòåãèè BOC/Bzl íà ïîëóàâòîìà-
òè÷åñêîì ñèíòåçàòîðå NPS-4000 (Neosystem Laboratoi-
es, Ôðàíöèÿ) íà 4-ìåòèëáåíçîãèäðîàìèíî-ïîëèìåðå
(0.55 ìÌ/ã, 0.25 ìÌ). Ïî çàâåðøåíèè ñèíòåçà êîíå÷íûé
ïðîäóêò îòùåïëÿëè îò ïîëèìåðíîãî íîñèòåëÿ ñ îäíîâðå-
ìåííûì äåáëîêèðîâàíèåì äåéñòâèåì 1 Ì ðàñòâîðà òðèô-
òîðìåòàíñóëüôîêèñëîòû â òðèôòîðóêñóñíîé êèñëîòå â ñî-

372 À. Ì. Åôðåìîâ, È. Â. Äóõîâëèíîâ è äð.



îòâåòñòâèè ñî ñòàíäàðòíûì ïðîòîêîëîì ôèðìû-ïðîèçâî-
äèòåëÿ (Applied Biosystems Inc., ÑØÀ). Ïåïòèäû î÷èùàëè
ñ ïîìîùüþ ãåëü-ôèëüòðàöèè íà ñåôàäåêñå G-15 â
50%-íîé óêñóñíîé êèñëîòå è ïîñëåäóþùåé âûñîêîýôôåê-
òèâíîé îáðàùåííî-ôàçîâîé õðîìàòîãðàôèè (ÂÝÆÕ)
íà êîëîíêå Delta Pak C18 (Waters Chromatography, ÑØÀ)
â ñèñòåìå H2O—àöåòîíèòðèë—0.01%-íàÿ òðèôòîðóêñóñ-
íàÿ êèñëîòà. Ìîëåêóëÿðíûå êîíúþãàòû NLS-TSF7 è
NLS-TSF12 ñèíòåçèðîâàëè íà 4-(2R, 4R-äèìåòîêñèôåíèë-
Fmoc-àìèíîìåòèë)-ôåíîêñèàöåòàìèäî-íîðëåéöèëàìèíî-
ìåòèë-ïîëèìåðå ñ ñîäåðæàíèåì àìèíîãðóïï 0.5 ìÌ/ã.
Äëÿ çàùèòû áîêîâîé ôóíêöèè Ser, Thr è Tyr èñïîëüçîâà-
ëè But-ãðóïïó, äëÿ Arg — Pbf, äëÿ Lys è Trp — BOC, äëÿ
His — Trt. Â êà÷åñòâå âðåìåííîé Na-çàùèòû ñëóæèëà
Fmoc-ãðóïïèðîâêà.

Îòùåïëåíèå ñèíòåçèðîâàííûõ ïåïòèäîâ îò ïîëèìåðà
ñ îäíîâðåìåííûì äåáëîêèðîâàíèåì ïðîâîäèëè äåéñòâè-
åì ñìåñè TIS : H2O : TFA (2.5 : 2.5 : 95; 5 ìë íà 0.5 ã ñìî-
ëû) â òå÷åíèå 2 ÷. Äàëüíåéøóþ î÷èñòêó ïðîâîäèëè ñ ïî-
ìîùüþ îáðàùåííî-ôàçîâîé ÂÝÆÕ. Àíàëèç ïîëó÷åííûõ
ïåïòèäîâ ìåòîäîì ÂÝÆÕ ïðîâîäèëè ñ èñïîëüçîâàíèåì
õðîìàòîãðàôà System Gold (Beckman, ÑØÀ) íà êîëîíêàõ
Zorbax 300SB-C18 (4.6�150 ìì, 5 ìêì) äëÿ àíàëèòè÷å-
ñêîé õðîìàòîãðàôèè è Discovery C18 (10�250 ìì, 5 ìêì)
äëÿ ïðåïàðàòèâíîé õðîìàòîãðàôèè. Ñòðóêòóðó ïîëó÷åí-
íûõ ïåïòèäîâ ïîäòâåðæäàëè äàííûìè àìèíîêèñëîòíîãî
àíàëèçà è ESI-MS ìàññ-ñïåêòðîìåòðèè. Àìèíîêèñëîòíûé
àíàëèç ïðîâîäèëè íà àíàëèçàòîðå Microtechna T339M (×å-
õîñëîâàêèÿ) ïîñëå ãèäðîëèçà ïåïòèäîâ 6 í. HCl ïðè
100 °Ñ â òå÷åíèå 24 ÷. Ìàññ-ñïåêòðû ðåãèñòðèðîâàëè íà
âðåìÿïðîëåòíîì ìàññ-ðåôëåêòðîíå ÌÕ-5303 ñ èñòî÷íè-
êîì èîíîâ òèïà «Ýëåêòðîñïðåé» (ÔÈÍÝÏÕÔ ÐÀÍ). Àìè-
íîêèñëîòíûå ñîñòàâû è ìîëåêóëÿðíûå ìàññû, âû÷èñëåí-
íûå èç äàííûõ ìàññ-ñïåêòðîìåòðèè, ñîîòâåòñòâîâàëè òåî-
ðåòè÷åñêèì çíà÷åíèÿì äëÿ âñåõ ñèíòåçèðîâàííûõ
ïåïòèäîâ.

Ï ð è ã î ò î â ë å í è å ê î ì ï ë å ê ñ î â ï ë à ç ì è ä í î é
Ä Í Ê ñ ê à ò è î í í û ì è ï å ï ò è ä à ì è è ì î ë å ê ó ë ÿ ð-
í û ì è ê î í ú þ ã à ò à ì è. Ôîðìèðîâàíèå êîìïëåêñîâ
ÄÍÊ ñ ìîëåêóëÿðíûìè êîíúþãàòàìè ïðîâîäèëè â ôîñ-
ôàòíî-ñîëåâîì áóôåðå (PBS) ïðè ðàçëè÷íîì ñîîòíîøå-
íèè çàðÿäîâ ÄÍÊ è ïåïòèäà â ðåàêöèîííîé ñðåäå ñîãëàñ-
íî ìåòîäèêå Èãíàòîâè÷ è äð. (2002). Âûÿâëåíèå çàâèñè-
ìîñòè óñòîé÷èâîñòè êîìïëåêñîâ ÄÍÊ/êîíúþãàò îò
èîííîé ñèëû ðåàêöèîííîé ñìåñè ïðîâîäèëè, ââîäÿ â ðå-
àêöèþ íåîáõîäèìûå êîëè÷åñòâà NaCl. Îáðàçîâàíèå êîìï-
ëåêñîâ ÄÍÊ/êîíúþãàò êîíòðîëèðîâàëè ìåòîäîì ãåëü-ðå-
òàðäàöèè â àãàðîçíîì ãåëå.

Ò ð à í ñ ô å ê ö è ÿ ê ë å ò î ê è à í à ë è ç ý ê ñ ï ð å ñ ñ è è
ã å í à - ð å ï î ð ò å ð à , ê î ä è ð ó þ ù å ã î ë þ ö è ô å ð à ç ó.
Òðàíñôåêöèþ êëåòîê HepG2 ïðåïàðàòàìè êîìïëåêñîâ
K8/pCMVluc, Tat/pCMVluc, NLS/pCMVluc, NLS-Arg/
pCMVluc, NLS-TSF7/pCMVluc è NLS-TSF12/pCMVluc
âûïîëíÿëè, êàê îïèñàíî ðàíåå (Äèæå è äð., 2006). Êëåòêè
âûñåâàëè ñ ïëîòíîñòüþ 104 êëåòîê/ñì2 íà ÷àøêè Ïåòðè
äèàìåòðîì 30 ìì è âûðàùèâàëè äî ñîñòîÿíèÿ 60—70 %
ìîíîñëîÿ â ñðåäå DMEM ñ äîáàâëåíèåì 10 % ýìáðèî-
íàëüíîé ñûâîðîòêè òåëÿò (Áèîëîò, Ðîññèÿ) ïðè 37 °C â àò-
ìîñôåðå 5 % ÑÎ2. Êîìïëåêñû ÄÍÊ/ïåïòèä ñ ðàçíûìè ñî-
îòíîøåíèÿìè çàðÿäîâ ÄÍÊ è ïåïòèäà ãîòîâèëè èç ðàñ÷åòà
12 ìêã ÄÍÊ íà ÷àøêó Ïåòðè â 500 ìêë PBS. Ïðè äîáàâëå-
íèè èõ ê êëåòêàì â ñðåäó ââîäèëè CaCl2 äî êîíöåíòðàöèè
4 ìÌ. Ïîñëå èíêóáàöèè ñ êîìïëåêñàìè â òå÷åíèå 2 ÷
êëåòêè îòìûâàëè îò íåèíòåðíàëèçîâàâøèõñÿ êîìïëåêñîâ
ðàñòâîðîì ãåïàðèíà (58 ìêã/ìë â PBS) è èíêóáèðîâàëè â

ñðåäå DMEM c 10%-íîé ñûâîðîòêîé â òå÷åíèå 24 ÷. Àê-
òèâíîñòü ëþöèôåðàçû èçìåðÿëè ñ èñïîëüçîâàíèåì êîì-
ìåð÷åñêîé ñèñòåìû îöåíêè àêòèâíîñòè ëþöèôåðàçû
Luciferase Assay System (Promega, ÑØÀ) â ñîîòâåòñòâèè ñ
ïðîòîêîëîì ôèðìû-ïðîèçâîäèòåëÿ. Èçìåðåíèÿ ëþìèíåñ-
öåíöèè ïðîèçâîäèëè íà ëþìèíîìåòðå «Turner Biosystem
20/20». Îïðåäåëåíèå êîíöåíòðàöèè áåëêà â êëåòî÷íûõ ëè-
çàòàõ ïðîâîäèëè ïî ìåòîäó Áðýäôîðä. Àêòèâíîñòü ëþöè-
ôåðàçû âûðàæàëè â îòíîñèòåëüíûõ ñâåòîâûõ åäèíèöàõ
(RLU), ïðåäñòàâëÿþùèõ ñîáîé ÷èñëî âñïûøåê â 1 ìèí â
ðàñ÷åòå íà 1 ìã òîòàëüíîãî áåëêà êëåòî÷íûõ ýêñòðàêòîâ.
Ôîíîâûå çíà÷åíèÿ ëþìèíåñöåíöèè íå ïðåâûøàëè
120 RLU.

Ï å ð å í î ñ ê î ì ï ë å ê ñ î â ï ë à ç ì è ä í î é Ä Í Ê ñ
ì î ë å ê ó ë ÿ ð í û ì è ê î í ú þ ã à ò à ì è â ï î â å ð õ í î ñ ò-
í û å ò ê à í è ì û ø å é. Ïåðåä íàíåñåíèåì ðàí êîæó ýêñïå-
ðèìåíòàëüíûõ æèâîòíûõ ïîäãîòàâëèâàëè — óäàëÿëè âî-
ëîñÿíîé ïîêðîâ. Ðåçàíûå ðàíû íàíîñèëè ñ ïîìîùüþ õè-
ðóðãè÷åñêîãî ñêàëüïåëÿ íà ãëóáèíó 2 ìì, çàõâàòûâàÿ ïîä-
ëåæàùóþ ìûøå÷íóþ òêàíü, â îáëàñòè íèæíåé ÷àñòè
ñïèíû. Êîëîòûå ðàíû íàíîñèëè ïóòåì 10 óêîëîâ èíñóëè-
íîâûì øïðèöîì â íèæíþþ ÷àñòü ñïèíû. Èíúåêöèè ýêñ-
ïåðèìåíòàëüíûõ ïðåïàðàòîâ ïðîèçâîäèëè èíñóëèíîâûì
øïðèöîì â âèäå 10 óêîëîâ â êàæäóþ ðàíó. Ïëàçìèäíóþ
ÄÍÊ è êîìïëåêñû ïëàçìèäíîé ÄÍÊ ñ ìîëåêóëÿðíûì
êîíúþãàòîì ââîäèëè â êîëè÷åñòâå 50 ìêã ÄÍÊ íà ìûøü â
100 ìêë PBS, ñîäåðæàùåì 4 ìÌ CaCl2. Äëÿ èçìåðåíèÿ
ëþöèôåðàçíîé àêòèâíîñòè íà 3-è ñóò ïîñëå ïåðåíîñà ìû-
øàì ïëàçìèäû pCMVluc æèâîòíûõ óìåðùâëÿëè è âûðå-
çàëè ó÷àñòîê òêàíåé, âêëþ÷àÿ ðàíó. Äëÿ ïîñòàíîâêè ýêñ-
ïåðèìåíòà èñïîëüçîâàëè 100 ìã òêàíè êàæäîãî æèâîòíî-
ãî. Îáðàçöû ãîìîãåíèçèðîâàëè â áóôåðå Reporter Lysis
Buffer (Promega, ÑØÀ), çàìîðàæèâàëè è öåíòðèôóãèðîâà-
ëè 3 ìèí ïðè 10 000 g. Ñóïåðíàòàíò èñïîëüçîâàëè äëÿ èç-
ìåðåíèÿ ëþöèôåðàçíîé àêòèâíîñòè è êîíöåíòðàöèè áåë-
êà, êàê îïèñàíî âûøå.

Îöåíêó ýêñïðåññèè ñèíòåòè÷åñêîãî ãåíà èíñóëèíîïî-
äîáíîãî ôàêòîðà ðîñòà I òèïà (IGF-1) ïðîâîäèëè íà 1, 3 è
7-å ñóò ïîñëå ïåðåíîñà ìûøàì pCMVIGF-1s ìåòîäîì Re-
alTime RT-PCR. Îáðàçöû òêàíåé ïîëó÷àëè, êàê îïèñàíî
âûøå, è èñïîëüçîâàëè äëÿ âûäåëåíèÿ ÐÍÊ. Â êà÷åñòâå îò-
ðèöàòåëüíîãî êîíòðîëÿ èñïîëüçîâàëè ìûøåé, íå îáðàáî-
òàííûõ pCMVIGF-1s. Âûäåëåíèå ÐÍÊ èç òêàíåé îñóùåñò-
âëÿëè ñ èñïîëüçîâàíèåì íàáîðà TRI Reagent (Sigma,
ÑØÀ) ïî èíñòðóêöèè ôèðìû-èçãîòîâèòåëÿ. Íà 100 ìêë
êëåòîê èñïîëüçîâàëè 2 ìë ëèçèðóþùåãî ðàñòâîðà TRI Re-
agent. Kîíöåíòðàöèþ ÐÍÊ îïðåäåëÿëè ñïåêòðîôîòîìåò-
ðè÷åñêè. Âûäåëåííàÿ ÐÍÊ áûëà îáðàáîòàíà ÄÍÊàçîé I.
Îòñóòñòâèå êîíòàìèíàöèè âûäåëåííîé ÐÍÊ ïëàçìèäîé
ïðîâåðÿëè ìåòîäîì PCR ñ èñïîëüçîâàíèåì ïðàéìåðîâ ê
ãåíó IGF-1s. Ñèíòåç êÄÍÊ ïðîâîäèëè ñ ïîìîùüþ íàáîðà
Revert Aid® First Strand cDNA Synthesis Kit (Fermentas,
Ëèòâà). Äëÿ èçìåðåíèÿ îòíîñèòåëüíîãî ñîäåðæàíèÿ ìÐÍÊ
ïðèìåíÿëè ìåòîä RT-PCR ñ èñïîëüçîâàíèåì SYBR Green
Supermix (Bio-Rad, ÑØÀ). Âñå îáðàçöû íîðìèðîâàëè ïî
óðîâíþ ýêñïðåññèè ãåíà «äîìàøíåãî õîçÿéñòâà» b-àêòè-
íà. Ðåàêöèþ ïðîâîäèëè ñ èñïîëüçîâàíèåì òåðìîöèêëåðà
IQ5 (Bio-Rad, ÑØÀ), ïðåäâàðèòåëüíûé àíàëèç äàííûõ
îñóùåñòâëÿëè ñ èñïîëüçîâàíèåì ïðèëàãàþùåãîñÿ ïðî-
ãðàììíîãî îáåñïå÷åíèÿ. Ýôôåêòèâíîñòü àìïëèôèêàöèè
îïðåäåëÿëè ïî âíåøíåé ñòàíäàðòíîé êðèâîé ñ èñïîëüçî-
âàíèåì ñåðèè ðàçâåäåíèé êîíòðîëüíîé ïëàçìèäû 5, 10, 30
è 50 íã. Ðàññ÷èòàííàÿ ýôôåêòèâíîñòü àìïëèôèêàöèè äëÿ
èñïîëüçóåìûõ ïðàéìåðîâ ñîñòàâèëà 0.98 óñë. åä. Â êà÷å-
ñòâå îòðèöàòåëüíîãî êîíòðîëÿ èñïîëüçîâàëè ðåàêöèþ áåç
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äîáàâëåíèÿ ÄÍÊ. Íîðìàëèçàöèþ äàííûõ ïðîâîäèëè ïî
êîëè÷åñòâó òêàíè, êîíöåíòðàöèè ÐÍÊ è êÄÍÊ. Óâåëè÷å-
íèå êîëè÷åñòâà ïðîäóêòà PCR ïîñëå n öèêëîâ ðàññ÷èòûâà-
ëè ìåòîäîì DÑt ïî ôîðìóëå

R = (1 + E)DCt ,

ãäå Ñt — ïîðîãîâûé öèêë, Å — ýôôåêòèâíîñòü àìïëèôè-
êàöèè, DÑt = Ct(Mod)norm — Ct(Nat)norm.

Èçìåðåíèå ïëîùàäè ðàíû íà òåëå ýêñïåðèìåíòàëüíûõ
æèâîòíûõ îñóùåñòâëÿëè ñ ïîìîùüþ ôîòîãðàôèðîâàíèÿ
ïîðàæåííîãî ó÷àñòêà. Àíàëèç ôîòîãðàôè÷åñêîãî ìàòåðèà-
ëà âûïîëíÿëè ñ ïîìîùüþ ñèñòåìû êîìïüþòåðíîãî àíàëè-
çà èçîáðàæåíèé ImageTool for Windows 2.0 (ÑØÀ) ñîãëàñ-
íî îñíîâíûì ïðèíöèïàì ñòåðåîëîãèè â ìîðôîìåòðèè.

Ã è ñ ò î ë î ã è ÷ å ñ ê î å è ñ ñ ë å ä î â à í è å á è î ï ò à-
ò î â. Îáðàçöû òêàíåé, ïîëó÷åííûå, êàê îïèñàíî âûøå,
ôèêñèðîâàëè 4 ñóò â 4%-íîì ôîðìàëèíå, ïðèãîòîâëåííîì
íà PBS, îáåçâîæèâàëè â ñïèðòàõ âîçðàñòàþùåé êîíöåíò-
ðàöèè è êñèëîëå. Äàëåå îáðàçöû çàêëþ÷àëè â êîììåð÷å-
ñêèé ïàðàôèí Histomix è äåëàëè ñðåçû òîëùèíîé 6 ìêì.
Äëÿ ïîñëåäóþùåé ðàáîòû èñïîëüçîâàëè ïðåäìåòíûå
ñòåêëà Superfrost. Ïàðàôèíîâûå ñðåçû äàëåå îáåçâîæè-
âàëè â êñèëîëå è â ñåðèè ñïèðòîâ óáûâàþùåé êîíöåíò-
ðàöèè, ïîñëå ÷åãî îêðàøèâàëè êðàñèòåëåì ãåìàòîê-
ñèëèí-ýîçèíîì ïî ñòàíäàðòíîé ìåòîäèêå. Ïîëó÷åííûå
ïðåïàðàòû èçó÷àëè è ôîòîãðàôèðîâàëè ñ ïîìîùüþ ìèê-
ðîñêîïà Leica DFC500. Ìèòîòè÷åñêèé èíäåêñ äëÿ êàæäî-
ãî æèâîòíîãî îïðåäåëÿëè ïî ïðåïàðàòàì ðàíû, îêðàøåí-
íûì ãåìàòîêñèëèí-ýîçèíîì (ñì. âûøå), â 10 âèçóàëüíûõ
ïîëÿõ çðåíèÿ ïî òðåì ñðåçàì ðàíû ñ îáùèì ñîäåðæàíèåì
íå ìåíåå 1000 ÿäåð.

Ñòàòèñòè÷åñêóþ îáðàáîòêó ðåçóëüòàòîâ ïðîâîäèëè ñ
ïîìîùüþ ïàêåòà Statistica Release 5.0 (StatSoft Inc.,
ÑØÀ). Íà äèàãðàììàõ ïðåäñòàâëåíû ñðåäíèå çíà÷åíèÿ èç
3—5 ïîâòîðíîñòåé. Ïëàíêè ïîãðåøíîñòåé ñîîòâåòñòâóþò
ñòàíäàðòíîé îøèáêå ñðåäíåãî. Ðàçëè÷èÿ ñ÷èòàëè äîñòî-
âåðíûìè ïðè Ð < 0.05 â ïàðíîì òåñòå Ñòüþäåíòà ñ íåðàâ-
íûìè îòêëîíåíèÿìè.

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

Ì î ë å ê ó ë ÿ ð í û å ê î í ú þ ã à ò û í à î ñ í î â å ï å ï-
ò è ä í û õ ë è ã à í ä î â ê ð å ö å ï ò î ð ó ò ð à í ñ ô å ð ð è í à.
Â êà÷åñòâå ëèãàíäíîé ñîñòàâëÿþùåé äëÿ ñèíòåçà ìîëåêó-
ëÿðíûõ êîíúþãàòîâ áûëè âûáðàíû äâà ïåïòèäà — TSF-7
(His-Ala-Ile-Tyr-Pro-Arg-His) è TSF-12 (Thr-His-Arg-Pro-
Pro-Met-Trp-Ser-Pro-Val-Trp-Pro), îòîáðàííûå ðàíåå ìåòî-
äîì ôàãîâîãî äèñïëåÿ ïî ñïîñîáíîñòè ñâÿçûâàòüñÿ ñ
òðàíñôåððèíîâûìè ðåöåïòîðàìè (Lee et al., 2001). Ðàíåå
ìû ïîêàçàëè, ÷òî àðãèíèí-áîãàòûå è ëèçèí-áîãàòûå êàòè-
îííûå ïåïòèäû ôîðìèðóþò ïîëèýëåêòðîëèòíûå êîìïëåê-
ñû ñ ïëàçìèäíîé ÄÍÊ è îáåñïå÷èâàþò åå äîñòàâêó â êëåò-
êè çà ñ÷åò àäñîðáöèîííîãî ýíäîöèòîçà (Ignatovich et al.,
2003; Äèæå è äð., 2006). Ïðè ðàçðàáîòêå ðåöåïòîðîïîñðå-
äîâàííîé ñèñòåìû äîñòàâêè ñëåäóåò èçáåãàòü ïîäîáíûõ
ïóòåé èíòåðíàëèçàöèè, òàê êàê ýòî ïðèâîäèò ê ïàäåíèþ
ñïåöèôè÷íîñòè ïåðåíîñà (ñì. âûøå). Ïîýòîìó âûáîðó êà-
òèîííîé ñîñòàâëÿþùåé áûëî óäåëåíî îñîáîå âíèìàíèå.
Â êà÷åñòâå êàíäèäàòîâ ðàññìàòðèâàëè ìîäèôèöèðîâàí-
íûé ñèãíàë ÿäåðíîé ëîêàëèçàöèè T-àíòèãåíà âèðóñà SV40
(NLS) — Pro-Lys-Lys-Lys-Arg-Lys-Val — è ñèãíàë ÿäåð-
íîé ëîêàëèçàöèè áåëêà Rev âèðóñà HIV1 (NLS-Arg) —
Arg-Arg-Asn-Arg-Arg-Arg-Arg. Îáà êàòèîííûõ ïåïòèäà

ýôôåêòèâíî ñâÿçûâàëè ïëàçìèäíóþ ÄÍÊ ñ îáðàçîâàíèåì
ïîëèýëåêòðîëèòíûõ êîìïëåêñîâ (ðèñ. 1, à). Íà ðèñ. 1, á
ïðåäñòàâëåíû ðåçóëüòàòû òðàíñôåêöèè êóëüòèâèðóåìûõ
êëåòîê ãåïàòîìû ÷åëîâåêà HepG2 âåêòîðîì ýêñïðåññèè
pCMVluc (ñîäåðæàùèì ãåí-ðåïîðòåð, êîäèðóþùèé ëþöè-
ôåðàçó, ïîä êîíòðîëåì ïðîìîòîðà ðàííèõ ãåíîâ öèòîìå-
ãàëîâèðóñà ÷åëîâåêà) â êîìïëåêñàõ ñ ðàçëè÷íûìè êàòèîí-
íûìè ïåïòèäàìè. Â ñîîòâåòñòâèè ñ ðàíåå îïóáëèêîâàííû-
ìè äàííûìè (Èãíàòîâè÷ è äð., 2002; Ignatovich et al., 2003;
Äèæå è äð., 2006), ëèçèí-áîãàòûé ïåïòèä K8 è àðãè-
íèí-áîãàòûé ôðàãìåíò áåëêà Tat âèðóñà HIV1, à òàêæå àð-
ãèíèí-áîãàòûé ïåïòèä NLS-Arg îáåñïå÷èâàëè ýôôåêòèâ-
íóþ òðàíñôåêöèþ êëåòîê HepG2 çà ñ÷åò àäñîðáöèîííîãî
ýíäîöèòîçà. Â òåõ æå óñëîâèÿõ ýêñïåðèìåíòà êîìïëåêñû
NLS/pCMVluc îêàçàëèñü òðàíñôåêöèîííî íåàêòèâíûìè.
Ñïîñîáíîñòü ñâÿçûâàòü ïëàçìèäíóþ ÄÍÊ è íèçêèé óðî-
âåíü àäñîðáöèîííîãî ýíäîöèòîçà êîìïëåêñîâ NLS/ÄÍÊ
îáóñëîâèëè âûáîð NLS â êà÷åñòâå êàòèîííîé ñîñòàâëÿþ-
ùåé ïðè ðàçðàáîòêå ìîëåêóëÿðíûõ êîíúþãàòîâ íà îñíîâå
ïåïòèäíûõ ëèãàíäîâ òðàíñôåððèíîâîãî ðåöåïòîðà. Áûëè
ñèíòåçèðîâàíû äâà êîíúþãàòà — NLS-TSF7 (Pro-Lys-Lys-
Lys-Arg-Lys-Val-b-Ala-His-Ala-Ile-Tyr-Pro-Arg-His-NH2) è
NLS-TSF12 (Pro-Lys-Lys-Lys-Arg-Lys-Val-b-Ala-Thr-His-
Arg-Pro-Pro-Met-Trp-Ser-Pro-Val-Trp-Pro-NH2). Â îáîèõ
ñëó÷àÿõ ñîåäèíåíèå ëèãàíäíîé è êàòèîííîé ÷àñòåé êîíú-
þãàòîâ îáåñïå÷èâàëîñü ÷åðåç îñòàòîê b-àëàíèíà. Íà
ðèñ. 2 ïðåäñòàâëåíû ðåçóëüòàòû èçó÷åíèÿ ñâÿçûâàíèÿ ìî-
ëåêóëÿðíûõ êîíúþãàòîâ ñ ïëàçìèäíîé ÄÍÊ pCMVluc.
Ïðèñîåäèíåíèå ïåïòèäíûõ ëèãàíäîâ íå ïîâëèÿëî íà ñïî-
ñîáíîñòü NLS ñâÿçûâàòüñÿ ñ ïëàçìèäíîé ÄÍÊ ïðè èçîòî-
íè÷åñêèõ óñëîâèÿõ (ðèñ. 2, à). Âìåñòå ñ òåì íàáëþäàëîñü
ñíèæåíèå óñòîé÷èâîñòè êîìïëåêñîâ ïðè âûñîêèõ çíà÷å-
íèÿõ èîííîé ñèëû ðàñòâîðà ïî ñðàâíåíèþ ñî ñâîáîäíûì
êàòèîííûì ïåïòèäîì NLS (ðèñ. 2, á). Îáà êîìïëåêñà,
NLS-TSF7/pCMVluc è NLS-TSF12/pCMVluc, íåñòàáèëü-
íû ïðè èîííîé ñèëå ðàñòâîðà, ïðåâûøàþùåé 300 ìÌ. Â
öåëîì êîìïëåêñ NLS-TSF7/pCMVluc îêàçàëñÿ áîëåå ñòàáè-
ëüíûì, ÷åì NLS-TSF12/pCMVluc, ÷òî, ïî-âèäèìîìó, îáúÿñ-
íÿåòñÿ áîëüøåé ïëîòíîñòüþ ïîëîæèòåëüíîãî çàðÿäà â ñëó-
÷àå NLS-TSF7 (îòíîøåíèå ìàññû ê çàðÿäó 304.71) ïî ñðàâ-
íåíèþ ñ NLS-TSF12 (îòíîøåíèå ìàññû ê çàðÿäó 404.3).

Ò ð à í ñ ô å ê ö è î í í à ÿ à ê ò è â í î ñ ò ü ê î ì ï ë å ê-
ñ î â p C M V l u c ñ ì î ë å ê ó ë ÿ ð í û ì è ê î í ú þ ã à ò à-
ì è N L S - T S F 7 è N L S - T S F 1 2. Òðàíñôåêöèîííóþ àê-
òèâíîñòü êîìïëåêñîâ NLS-TSF7/pCMVluc è NLS-TSF12/
pCMVluc îöåíèâàëè íà êëåòêàõ HepG2, ýêñïðåññèðóþ-
ùèõ çíà÷èòåëüíûå êîëè÷åñòâà òðàíñôåððèíîâûõ ðåöåïòî-
ðîâ. Îáà êîìïëåêñà îêàçàëèñü ñïîñîáíûìè îáåñïå÷èâàòü
ýêñïðåññèþ ïåðåíåñåííîãî ãåíà (ðèñ. 3, à). Ó÷èòûâàÿ
ïðàêòè÷åñêè ïîëíîå îòñóòñòâèå àäñîðáöèîííîãî ýíäîöè-
òîçà (ñì. ðèñ. 1, á), ìîæíî çàêëþ÷èòü, ÷òî òðàíñôåêöèÿ
îáåñïå÷èâàëàñü çà ñ÷åò ðåöåïòîðîïîñðåäîâàííîãî ýíäî-
öèòîçà ÷åðåç òðàíñôåððèíîâûå ðåöåïòîðû. Åùå îäíèì
óêàçàíèåì íà ðîëü ðåöåïòîðîïîñðåäîâàííîãî ýíäîöèòîçà
â èíòåðíàëèçàöèè êîìïëåêñîâ ìîëåêóëÿðíûõ êîíúþãàòîâ
ñ ÄÍÊ ÿâëÿåòñÿ îòñóòñòâèå ñòèìóëèðóþùåãî ýôôåêòà
ñâîáîäíûõ, íå ñâÿçàííûõ ñ ÄÍÊ êîíúþãàòîâ íà óðîâåíü
òðàíñôåêöèè êëåòîê (ðèñ. 3, à). Ðàíåå ìû ïîêàçàëè, ÷òî
äëÿ êîìïëåêñîâ ïëàçìèäíîé ÄÍÊ ñ êàòèîííûìè ïåïòèäà-
ìè K8 è Tat (ïðîíèêàþò â êëåòêè àäñîðáöèîííûì ýíäîöè-
òîçîì) äîáàâëåíèå ê êëåòêàì ïðè òðàíñôåêöèè èçáûòêîâ
ñâîáîäíûõ ïåïòèäîâ âåäåò ê ñóùåñòâåííîìó âîçðàñòàíèþ
ýôôåêòèâíîñòè òðàíñôåêöèè, ïî-âèäèìîìó çà ñ÷åò çàùè-
òû êîìïëåêñîâ îò ðàçðóøåíèÿ îòðèöàòåëüíî çàðÿæåííû-
ìè ïðîòåîãëèêàíàìè êëåòî÷íîé ïîâåðõíîñòè (Ignatovich
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Ðèñ. 1. Êîìïëåêñû ïëàçìèäíîé ÄÍÊ ñ êàòèîííûìè ïåïòèäàìè NLS è NLS-Arg.

à — îáðàçîâàíèå êîìïëåêñîâ NLS/pCMVluc è NLS/Arg/pCMVluc ïðè ðàçëè÷íûõ ñîîòíîøåíèÿõ çàðÿäîâ ÄÍÊ: ïåïòèä (ãåëü-ðåòàðäàöèÿ): 1—6 — êîìï-
ëåêñ pCMVluc/NLS; ñîîòíîøåíèÿ çàðÿäîâ pCMVluc : NLS: 1 — 1 : 2, 2 — 1 : 1.5, 3 — 1 : 1, 4 — 1 : 0.75, 5 — 1 : 0.5, 6 — 1 : 0.25; K — ñâîáîäíàÿ
pCMVluc; 7—12 — êîìïëåêñ pCMVluc/NLS-Arg; ñîîòíîøåíèÿ çàðÿäîâ pCMVluc : NLS-Arg: 7 — 1 : 2, 8 — 1 : 1.5, 9 — 1 : 1, 10 — 1 : 0.75, 11 — 1 : 0.5,
12 — 1 : 0.25. á — òåñòèðîâàíèå òðàíñôåêöèîííîé àêòèâíîñòè êîìïëåêñîâ pCMVluc ñ êàòèîííûìè ïåïòèäàìè (ëþöèôåðàçíûé òåñò): êëåòêè HepG2
òðàíñôèöèðîâàëè êîìïëåêñàìè pCMVluc ñ êàòèîííûìè ïåïòèäàìè K8, Tat, NLS-Arg è NLS. Ïðèâåäåíû ñðåäíèå çíà÷åíèÿ 3 íåçàâèñèìûõ ýêñïåðèìåí-

òîâ. Ïëàíêè ïîãðåøíîñòè ñîîòâåòñòâóþò ñòàíäàðòíîé îøèáêå ñðåäíåãî.

Ðèñ. 2. Òåñòèðîâàíèå êîìïëåêñîâ pCMVluc ñ ìîëåêóëÿðíûìè êîíúþãàòàìè NLS-TSF7 è NLS-TSF12.

à — ïîäáîð ìîëÿðíûõ ñîîòíîøåíèé ìåòîäîì ãåëü-ðåòàðäàöèè; äîðîæêè: 1—7 — êîìïëåêñ pCMVluc/NLS-TSF7; ñîîòíîøåíèÿ çàðÿäîâ
ÄÍÊ : NLS-TSF7: 1 — 1 : 0.25, 2 — 1 : 0.38, 3 — 1 : 0.5, 4 — 1 : 0.63, 5 — 1 : 0.75, 6 — 1 : 1; 7 — ñâîáîäíàÿ pCMVluc; 8—13 — êîìïëåêñ
pCMVluc/NLS-TSF12; ñîîòíîøåíèÿ çàðÿäîâ ÄÍÊ : NLS-TSF12: 8 — 1 : 0.25, 9 — 1 : 0.38, 10 — 1 : 0.5, 11 — 1 : 0.63, 12 — 1 : 0.75, 13 — 1 : 1. á — çàâè-
ñèìîñòü ýëåêòðîñòàòè÷åñêèõ âçàèìîäåéñòâèé ìîëåêóëÿðíûõ êîíúþãàòîâ ñ ïëàçìèäíîé ÄÍÊ îò èîííîé ñèëû ðåàêöèîííîé ñðåäû; 1 — NLS-TSF12, 2 —

NLS-TSF7, 3 — NLS.

Ðèñ. 3. Òðàíñôåêöèîííàÿ àêòèâíîñòü êîìïëåêñîâ pCMVluc ñ ìîëåêóëÿðíûìè êîíúþãàòàìè NLS-TSF7 è NLS-TSF12.

à — çàâèñèìîñòü óðîâíÿ àêòèâíîñòè ëþöèôåðàçû îò ïðèñóòñòâèÿ â ñðåäå ïðè òðàíñôåêöèè ñâîáîäíûõ ìîëåêóëÿðíûõ êîíúþãàòîâ; á — âëèÿíèå çíà÷è-
òåëüíûõ èçáûòêîâ ìîëåêóëÿðíûõ êîíúþãàòîâ íà óðîâåíü ýêñïðåññèè ãåíà ëþöèôåðàçû. Êëåòêè HepG2 òðàíñôèöèðîâàëè êîìïëåêñàìè
NLS-TSF7/pCMVluc è NLS-TSF12/pCMVluc, ïðèãîòîâëåííûìè ïðè ñîîòíîøåíèè çàðÿäîâ ÄÍÊ : ïåïòèä 1 : 1 èëè 1 : 5 (ñîäåðæàò ñâîáîäíûå ìîëåêó-
ëÿðíûå êîíúþãàòû). Â êîíêóðåíòíûõ ýêñïåðèìåíòàõ ê êëåòêàì ïðè òðàíñôåêöèè äîáàâëÿëè 50-êðàòíûé èçáûòîê ñâîáîäíûõ ìîëåêóëÿðíûõ êîíúþãà-

òîâ. Ïðèâåäåíû ñðåäíèå çíà÷åíèÿ 3 íåçàâèñèìûõ ýêñïåðèìåíòîâ. Ïëàíêè ïîãðåøíîñòè ñîîòâåòñòâóþò ñòàíäàðòíîé îøèáêå ñðåäíåãî.



et al., 2003). Òàêàÿ çàâèñèìîñòü îòñóòñòâóåò â ñëó÷àå ìî-
ëåêóëÿðíûõ êîíúþãàòîâ íà îñíîâå àíàëîãîâ ëþëèáåðèíà,
ïðîíèêàþùèõ â êëåòêè ïðè ó÷àñòèè ñîîòâåòñòâóþùèõ ðå-
öåïòîðîâ (Áóðîâ è äð., 2007; Åôðåìîâ è äð., 2010). Ïðÿ-
ìûå äîêàçàòåëüñòâà ðîëè ðåöåïòîðîïîñðåäîâàííîãî ýíäî-
öèòîçà áûëè ïîëó÷åíû â ýêñïåðèìåíòàõ ïî òðàíñôåêöèè
êëåòîê HepG2 â ïðèñóòñòâèè çíà÷èòåëüíûõ èçáûòêîâ ñâî-
áîäíûõ ìîëåêóëÿðíûõ êîíúþãàòîâ. Äîáàâëåíèå ê êëåò-
êàì 50-êðàòíîãî èçáûòêà ñâîáîäíîãî êîíúþãàòà ïðèâîäè-
ëî ê ïàäåíèþ óðîâíÿ òðàíñôåêöèè êëåòîê êàê êîìïëåêñà-
ìè NLS-TSF7/pCMVluc, òàê è êîìïëåêñàìè NLS-TSF12/
pCMVluc (ðèñ. 3, á).

Ïðè ðàçðàáîòêå ñèñòåì ïåðåíîñà ãåíîâ âàæíî ó÷èòû-
âàòü âëèÿíèå ðÿäà ôàêòîðîâ íà ýôôåêòèâíîñòü äîñòàâêè.
Íà ðèñ. 4 ïðåäñòàâëåíû ðåçóëüòàòû ýêñïåðèìåíòîâ ïî

èçó÷åíèþ âëèÿíèÿ èîíîâ Ca2+ è ýìáðèîíàëüíîé ñûâîðîò-
êè òåëÿò (ÝÁÑ) íà ýôôåêòèâíîñòü òðàíñôåêöèè êëåòîê
HepG2 êîìïëåêñàìè pCMVluc ñ ìîëåêóëÿðíûìè êîíúþ-
ãàòàìè NLS-TSF7 è NLS-TSF12. Ïðè íèçêèõ êîíöåíòðà-
öèÿõ èëè îòñóòñòâèè èîíîâ Ca2+ (ìåíåå 2 ìÌ) óðîâåíü ýê-
ñïðåññèè ïåðåíåñåííîãî ãåíà ñíèæàëñÿ ïðàêòè÷åñêè äî
íóëÿ. Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû õîðîøî ñîãëàñóþòñÿ ñ
ïðåäñòàâëåíèåì î ðåöåïòîðîïîñðåäîâàííîì õàðàêòåðå
ïðîíèêíîâåíèÿ êîìïëåêñîâ â êëåòêè, òàê êàê â ýòîì ïðî-
öåññå èîíû Ca2+ èãðàþò ñóùåñòâåííóþ ðîëü. Åùå îäíèì
âàæíûì ôàêòîðîì, ñóùåñòâåííî âëèÿþùèì íà ýôôåêòèâ-
íîñòü òðàíñôåêöèè êëåòîê ïîëèýëåêòðîëèòíûìè êîìïëåê-
ñàìè, ÿâëÿåòñÿ ïðèñóòñòâèå â êóëüòóðàëüíîé ñðåäå áåëêîâ
ñûâîðîòêè êðîâè. Ðàíåå ìû ïîêàçàëè, ÷òî òðàíñôåêöèÿ
êëåòîê êîìïëåêñàìè ÄÍÊ ñ êàòèîííûì ïåïòèäîì Tat è ñ
ìîëåêóëÿðíûìè êîíúþãàòàìè íà îñíîâå àíàëîãîâ ëþëè-
áåðèíà â ïðèñóòñòâèè áåëêîâ ñûâîðîòêè êðîâè ïðèâîäèò
ê ñóùåñòâåííîìó ñíèæåíèþ óðîâíÿ ýêñïðåññèè ïåðåíå-
ñåííîãî ãåíà (Ignatovich et al., 2003; Áóðîâ è äð., 2007).
Ýòî ìîæåò èìåòü ðåøàþùåå çíà÷åíèå ïðè ðàçðàáîòêå
ñèñòåì ïåðåíîñà ãåíîâ in vivo. Àíàëîãè÷íûå ýêñïåðèìåí-
òû áûëè ïðîâåäåíû è ñ ìîëåêóëÿðíûìè êîíúþãàòàìè
NLS-TSF7 è NLS-TSF12. Óñòàíîâëåíî, ÷òî ââåäåíèå ïðè
òðàíñôåêöèè êëåòîê â êóëüòóðàëüíóþ ñðåäó 10 % ÝÁÑ
ïðèâîäèëî ê ïàäåíèþ óðîâíÿ ýêñïðåññèè ïåðåíåñåííîãî
ãåíà (ðèñ. 4). Èíòåðåñíî îòìåòèòü, ÷òî â ïðèñóòñòâèè ñû-
âîðîòêè óðîâåíü òðàíñôåêöèè êëåòîê êîìïëåêñàìè ÄÍÊ ñ
NLS-TSF12 âûøå, ÷åì â ñëó÷àå êîìïëåêñîâ ÄÍÊ ñ
NLS-TSF7, íåñìîòðÿ íà òî ÷òî â îòñóòñòâèå ñûâîðîòêè íà-
áëþäàëàñü îáðàòíàÿ ñèòóàöèÿ. Ýòî îáñòîÿòåëüñòâî íåîá-
õîäèìî ó÷èòûâàòü ïðè äàëüíåéøåé ìîäåðíèçàöèè íåâè-
ðóñíûõ ñèñòåì ïåðåíîñà ãåíîâ íà îñíîâå ñèíòåçèðîâàí-
íûõ ìîëåêóëÿðíûõ êîíúþãàòîâ. Äëÿ ðåøåíèÿ çàäà÷
íàñòîÿùåé ðàáîòû — ðàçðàáîòêè ñèñòåìû ðåãåíåðàòèâ-

376 À. Ì. Åôðåìîâ, È. Â. Äóõîâëèíîâ è äð.

Ðèñ. 4. Ôàêòîðû, âëèÿþùèå íà ýôôåêòèâíîñòü òðàíñôåêöèè
êëåòîê HepG2 êîìïëåêñàìè NLS-TSF7/pCMVluc è NLS-TSF12/

pCMVluc (ëþöèôåðàçíûé òåñò).

Áåëûå ñòîëáèêè — òðàíñôåêöèÿ êëåòîê êîìïëåêñàìè NLS-TSF7/
pCMVluc è NLS-TSF12/pCMVluc, ïðèãîòîâëåííûìè ïðè ñîîòíîøåíèè
çàðÿäîâ ÄÍÊ : ïåïòèä 1 : 1; çàøòðèõîâàííûå ñòîëáèêè — òðàíñôåêöèÿ
êëåòîê áåç äîáàâëåíèÿ 4 ìÌ CaCl2; ÷åðíûå ñòîëáèêè — òðàíñôåöèÿ êëå-
òîê ñ äîáàâëåíèåì 10 % ýìáðèîíàëüíîé ñûâîðîòêè òåëÿò. Ïðèâåäåíû
ñðåäíèå çíà÷åíèÿ 3 íåçàâèñèìûõ ýêñïåðèìåíòîâ. Ïëàíêè ïîãðåøíîñòè

ñîîòâåòñòâóþò ñòàíäàðòíîé îøèáêå ñðåäíåãî.

Ðèñ. 5. Ïåðåíîñ ïëàçìèäû pCMVluc â ïîâåðõíîñòíûå òêàíè
ìûøåé â êîìïëåêñå ñ ìîëåêóëÿðíûì êîíúþãàòîì NLS-TSF7

(ëþöèôåðàçíûé òåñò).

Áåëûå ñòîëáèêè — çäîðîâûå ìûøè, 10 èíúåêöèé ñâîáîäíîé pCMVluc
(50 ìêã íà ìûøü) èëè êîìïëåêñà NLS-TSF7/pCMVluc, ïðèãîòîâëåííîãî
ïðè ñîîòíîøåíèè çàðÿäîâ ÄÍÊ : ïåïòèä 1 : 1 (50 ìêã pCMVluc íà ìûøü),
âîêðóã íîðìàëüíîãî ó÷àñòêà êîæè â íèæíåé ÷àñòè ñïèíû (S�60 ìì2); çà-
øòðèõîâàííûå ñòîëáèêè — ìûøè ñ ðåçàíîé ðàíîé, 10 èíúåêöèåé ïðèãî-
òîâëåííîãî ïðè ñîîòíîøåíèè çàðÿäîâ ÄÍÊ : ïåïòèä 1 : 1 (50 ìêã
pCMVluc íà ìûøü), âîêðóã ðåçàíîé ðàíû â íèæíåé ÷àñòè ñïèíû
(S�60 ìì2). Ïðèâåäåíû ñðåäíèå çíà÷åíèÿ 6 íåçàâèñèìûõ ýêñïåðèìåí-
òîâ. Ïëàíêè ïîãðåøíîñòè ñîîòâåòñòâóþò ñòàíäàðòíîé îøèáêå ñðåäíåãî.

Ðèñ. 6. Àíàëèç ýêñïðåññèè ñèíòåòè÷åñêîãî ãåíà IGF1 ÷åëîâåêà
ìåòîäîì RT-PCR ïîñëå ïåðåíîñà â ïîâåðõíîñòíûå òêàíè ìû-
øåé âåêòîðà ýêñïðåññèè pCMVIGF-1s ñ ïîìîùüþ èíúåêöèé
ñâîáîäíîé ÄÍÊ (áåëûå ñòîëáèêè) èëè êîìïëåêñîâ NLS-TSF7/

pCMVIGF-1s (çàøòðèõîâàííûå ñòîëáèêè).

Íà ãðàôèêå ïðèâåäåíû íîðìèðîâàííûå çíà÷åíèÿ öèêëîâ (íîðì. Ct.
öèêë), ïðè êîòîðûõ ôëóîðåñöåíöèÿ äîñòèãàåò ïîðîãîâîãî óðîâíÿ
(�10-êðàòíîå ïðåâûøåíèå ôîíà). Áåëûå ñòîëáèêè, ñîîòâåòñòâóþùèå ýê-
ñïåðèìåíòàì íà ìûøàõ, èíúåöèðîâàííûõ êîìïëåêñàìè pCMVIGF-
1s/NLS-TSF7, ðàñïîëîæåíû íèæå, òàê êàê ïðè óâåëè÷åíèè êîëè÷åñòâà
òðàíñêðèáèðóåìîé ÐÍÊ êðèâàÿ íàêîïëåíèÿ ïðîäóêòîâ PCR ïåðåõîäèò â
ëîãàðèôìè÷åñêóþ ôàçó ðàíüøå. Ïðè ýòîì îòëè÷èå íà 1 öèêë ñîîòâåòñò-
âóåò ðàçíèöå êîíöåíòðàöèé ÐÍÊ â 2 ðàçà. Ïðèâåäåíû ñðåäíèå çíà÷åíèÿ
3 íåçàâèñèìûõ ýêñïåðèìåíòîâ. Ïëàíêè ïîãðåøíîñòè ñîîòâåòñòâóþò

ñòàíäàðòíîé îøèáêå ñðåäíåãî.



íîé ãåíîòåðàïèè ïîâåðõíîñòíûõ ïîâðåæäåíèé òêàíåé
ìëåêîïèòàþùèõ — áîëåå îïòèìàëüíûì ïðåäñòàâëÿåòñÿ
ìîëåêóëÿðíûé êîíúþãàò NLS-TSF7, òîãäà êàê â ñëó÷àå
ðàáîò ïî ïåðåíîñó ãåíîâ, òðåáóþùèõ ñèñòåìíîãî ââåäå-
íèÿ ïðåïàðàòîâ â êðîâÿíîå ðóñëî, NLS-TSF12 ìîæåò îêà-
çàòüñÿ ïðåäïî÷òèòåëüíåå.

Ï å ð å í î ñ ã å í à - ð å ï î ð ò å ð à , ê î ä è ð ó þ ù å ã î
ë þ ö è ô å ð à ç ó , â ê î ì ï ë å ê ñ å ñ ì î ë å ê ó ë ÿ ð í û ì
ê î í ú þ ã à ò î ì N L S - T S F 7 â ê î æ í û å ï î ê ð î â û
ì û ø å é. Ïðîâåðêà ñïîñîáíîñòè êîìïëåêñîâ ÄÍÊ ñ ìîëå-
êóëÿðíûì êîíúþãàòîì NLS-TSF7 ïðîíèêàòü â êëåòêè ïî-
âåðõíîñòíûõ òêàíåé áûëà ïðîâåäåíà íà ìûøàõ ëèíèè
DBA-2 (ñàìöû, 6 íåä). Êîìïëåêñû NLS-TSF7/pCMVluc
(ñîîòíîøåíèå çàðÿäîâ 1 : 1) ëèáî ââîäèëè â êîæó çäîðî-
âûõ æèâîòíûõ (10 óêîëîâ âîêðóã ïëîùàäè ~60 ìì2), ëèáî
îáêàëûâàëè ðàíó ñõîäíîé ïëîùàäè. Êîëè÷åñòâî êîìïëåê-
ñîâ ñîîòâåòñòâîâàëî 50 ìêã ÄÍÊ íà ìûøü. Êîíòðîëüíîé
ãðóïïå ìûøåé ïðîâîäèëè èíúåêöèè òàêîãî æå êîëè÷åñòâà
ñâîáîäíîé ïëàçìèäû pCMVluc. Àêòèâíîñòü ëþöèôåðàçû
èçìåðÿëè â ëèçàòàõ, ïîëó÷åííûõ èç áèîïòàòîâ ïîâåðõíî-
ñòíûõ òêàíåé ìûøåé â îáëàñòè èíúåêöèé íà 3-è ñóò ïîñ-
ëå íà÷àëà ýêñïåðèìåíòà è âûðàâíèâàëè ïî ñîäåðæàíèþ
òîòàëüíîãî áåëêà â ëèçàòàõ. Ðåçóëüòàòû ïðåäñòàâëåíû
íà ðèñ. 5. Èñïîëüçîâàíèå ïðè èíúåêöèÿõ êîìïëåêñîâ
NLS-TSF7/pCMVluc ïðèâîäèëî ê âîçðàñòàíèþ ëþöèôå-
ðàçíîé àêòèâíîñòè áîëåå ÷åì â 100 ðàç ïî ñðàâíåíèþ ñ
èíúåêöèÿìè ñâîáîäíîé ÄÍÊ. Ñóùåñòâåííîé ðàçíèöû â

óðîâíå ýêñïðåññèè ïåðåíåñåííîãî ãåíà ïðè èíúåêöèÿõ
çäîðîâûì æèâîòíûì è æèâîòíûì ñ ðåçàíûìè ðàíàìè îò-
ìå÷åíî íå áûëî (ðèñ. 5). Òàêèì îáðàçîì, ñèíòåçèðîâàí-
íûé ìîëåêóëÿðíûé êîíúþãàò NLS-TSF7 ñïîñîáåí ýôôåê-
òèâíî ïåðåíîñèòü ãåíû â ïîâåðõíîñòíûå òêàíè ìëåêîïè-
òàþùèõ. Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ïîçâîëèëè ïåðåéòè ê
ðàçðàáîòêå ñèñòåìû ðåãåíåðàöèîííîé ãåíîòåðàïèè ïîâåð-
õíîñòíûõ ïîâðåæäåíèé ìëåêîïèòàþùèõ.

Ì î ä å ë ü ð å ã å í å ð à ö è î í í î é ã å í î ò å ð à ï è è
ï î â ð å æ ä å í è é ê î æ í û õ ï î ê ð î â î â ì û ø å é. Ïðè
ðàçðàáîòêå ìîäåëè ðåãåíåðàöèîííîé ãåíîòåðàïèè èñïîëü-
çîâàëè ïîëó÷åííûé íàìè ðàíåå ñèíòåòè÷åñêèé ãåí, êîäè-
ðóþùèé èíñóëèíîïîäîáíûé ôàêòîð ðîñòà I òèïà ÷åëîâåêà
(IGF-1). Îò ïðèðîäíîãî ñèíòåòè÷åñêèé ãåí îòëè÷àåòñÿ
ìíîæåñòâåííûìè íóêëåîòèäíûìè çàìåíàìè, íå ìåíÿþ-
ùèìè àìèíîêèñëîòíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü êîäèðóåìîãî
áåëêà, íî óäàëÿþùèìè AU-áîãàòûå ñàéòû, îòâå÷àþùèå çà
äåñòàáèëèçàöèþ ñîîòâåòñòâóþùåé ìÐÍÊ. Ïîäîáíûå çà-
ìåíû ïðèâåëè ê âîçðàñòàíèþ óðîâíÿ ýêñïðåññèè ãåíà áî-
ëåå ÷åì â 100 ðàç (Èâàíîâ è äð., 2007). Ìûøàì ñ ðåçàíû-
ìè ðàíàìè ïåðåíîñèëè âåêòîð ýêñïðåññèè pCMVIGF-1s,
ñîäåðæàùèé ñèíòåòè÷åñêèé ãåí IGF-1 ïîä êîíòðîëåì ïðî-
ìîòîðà ðàííèõ ãåíîâ öèòîìåãàëîâèðóñà ÷åëîâåêà. Äëÿ ýê-
ñïåðèìåíòà èñïîëüçîâàëè ìûøåé ëèíèè DBA-2 â âîçðàñ-
òå 6 íåä. (ñàìöû). Â ýêñïåðèìåíòå áûëè ñôîðìèðîâàíû
4 ãðóïïû æèâîòíûõ ïî 10 ìûøåé â êàæäîé. Îïûòíûå
ãðóïïû èíúåöèðîâàëè ëèáî ñâîáîäíîé pCMVIGF-1s, ëèáî

Íåâèðóñíàÿ ðåãåíåðàòèâíàÿ ãåíîòåðàïèÿ ïîâðåæäåíèé êîæíûõ ïîêðîâîâ ìëåêîïèòàþùèõ 377

Ðèñ. 7. Ñîñòîÿíèå ðåçàíîé ðàíû íà 14-å ñóò ïîñëå íà÷àëà ýêñïåðèìåíòà ó ìûøåé, èíúåöèðîâàííûõ ñâîáîäíûì ìîëåêóëÿðíûì
êîíúþãàòîì NLS-TSF7 (à) è êîìïëåêñàìè NLS-TSF7/pCMVIGF-1s (á).

Ó ìûøåé, èíúåöèðîâàííûõ êîìïëåêñàìè, íàáëþäàåòñÿ ïîëíîå çàæèâëåíèå ðàíû.

Äèíàìèêà ðåãåíåðàöèè ðàíåíèé êîæíûõ ïîêðîâîâ ìûøåé

Îáðàáîòêà ðàí ãåíåòè÷åñêèìè
êîíñòðóêöèÿìè

Ïëîùàäü ðàí (ìì2) íà ðàçíûõ ñðîêàõ, ñóò

1 7 10 14 21

pCMVIGF-1s 60.0 � 13.5 28.5 � 6.0 12 � 3 0 0

NLS-TSF7/pCMVIGF-1s 57.0 � 11.2 24.0 � 7.5 6 � 2 0 0

pDIGF-1s 66 � 20 42 � 9 24.0 � 5.5 10.5 � 6.0 0

NLS-TSF7 62.0 � 13.5 46.5 � 8.0 28.5 � 6.0 10.5 � 4.5 0

Ï ð è ì å ÷ à í è å. pCMVIGF-1s — ìûøè, èíúåöèðîâàííûå ñâîáîäíûì âåêòîðîì ýêñïðåññèè èíñóëè-
íîïîäîáíîãî ôàêòîðà ðîñòà I òèïà ÷åëîâåêà; NLS-TSF7/pCMVIGF-1s — ìûøè, èíúåöèðîâàííûå êîìïëåê-
ñàìè NLS-TSF7/pCMVIGF-1s; pDIGF-1s — ìûøè, èíúåöèðîâàííûå ñâîáîäíûì âåêòîðîì ýêñïðåññèè èíñó-
ëèíîïîäîáíîãî ôàêòîðà ðîñòà I òèïà ÷åëîâåêà ñ äåëåòèðîâàííûì ïðîìîòîðîì; NLS-TSF7 — ìûøè, èíú-
åöèðîâàííûå ñâîáîäíûì ìîëåêóëÿðíûì êîíúþãàòîì NLS-TSF7.



êîìïëåêñàìè NLS-TSF7/pCMVIGF-1s (ñîîòíîøåíèå çàðÿ-
äîâ 1 : 1). Èíúåêöèè ïðîâîäèëè äåñÿòèêðàòíî â îáëàñòè,
îêðóæàþùèå ðàíó. Äëÿ èíúåêöèé èñïîëüçîâàëè 50 ìêã
ÄÍÊ íà ìûøü â 100 ìêë PBS, ñîäåðæàùåãî 4 ìÌ CaCl2.
Êîíòðîëüíûå ãðóïïû ïîëó÷àëè èíúåêöèè ïëàçìèäíîé
ÄÍÊ ñ äåëåòèðîâàííûì ïðîìîòîðîì (pDIGF-1s) èëè ñâî-
áîäíîãî êîíúþãàòà NLS-TSF7. Íà 3, 5 è 7-å ñóò ïî
2 ìûøè èç êàæäîé ãðóïïû óìåðùâëÿëè è èç îáëàñòåé,
ïðèëåãàþùèõ ê ðàíå, âûäåëÿëè ÐÍÊ, êîòîðóþ èñïîëüçî-
âàëè äëÿ êîëè÷åñòâåííîé îöåíêè ýêñïðåññèè IGF-1 ìåòî-
äîì RT-PCR. Ðåçóëüòàòû ïðèâåäåíû íà ðèñ. 6. Óðîâåíü
ýêñïðåññèè ãåíà IGF-1 íà 3-è è 5-å ñóò ïîñëå íà÷àëà ýêñïå-
ðèìåíòà áûë âûøå â 64—128 ðàç ïðè èíúåêöèÿõ êîìïëåê-
ñîâ NLS-TSF7/pCMVIGF-1s ïî ñðàâíåíèþ ñ èíúåêöèÿìè
ñâîáîäíîé pCMVIGF-1s. Ó êîíòðîëüíûõ ìûøåé, èíúåöè-
ðîâàííûõ ïëàçìèäîé ñ äåëåòèðîâàííûì ïðîìîòîðîì èëè
ñâîáîäíûì ìîëåêóëÿðíûì êîíúþãàòîì NLS-TSF7, ýêñï-
ðåññèè IGF-1 ÷åëîâåêà çàðåãèñòðèðîâàíî íå áûëî. Ïîëó-
÷åííûå äàííûå ïîäòâåðæäàþò ðåçóëüòàòû, ïðåäñòàâëåí-
íûå íà ðèñ. 5, ñâèäåòåëüñòâóþùèå î âûñîêîé ýôôåêòèâ-
íîñòè ìîëåêóëÿðíîãî êîíúþãàòà NLS-TSF7 ïðè äîñòàâêå
ãåíîâ â ïîâåðõíîñòíûå òêàíè ìëåêîïèòàþùèõ.

Îöåíêó ñêîðîñòè ðåãåíåðàöèè ïðîâîäèëè, èçìåðÿÿ
ïëîùàäü ðàí íà 7, 10, 14 è 21-å ñóò ïîñëå íà÷àëà ýêñïåðè-
ìåíòà (ñì. ðàçäåë «Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà»).

Ðåçóëüòàòû ñóììèðîâàíû â òàáëèöå. Íà ðèñ. 7 ïðèâå-
äåíû ôîòîãðàôèè ìûøåé, èíúåöèðîâàííûõ ñâîáîäíûì
NLS-TSF7 è êîìïëåêñàìè NLS-TSF7/pCMVIGF-1s íà
14-å ñóò ïîñëå íà÷àëà ýêñïåðèìåíòà. Èíúåêöèè êàê ñâî-
áîäíîé pCMVIGF-1s, òàê è êîìïëåêñîâ NLS-TSF7/
pCMVIGF-1s ïðèâîäèëè ê ñóùåñòâåííîìó óñêîðåíèþ
ïðîöåññà çàæèâëåíèÿ ðàíû ïî ñðàâíåíèþ ñ çàæèâëåíèåì
ðàí â êîíòðîëüíûõ ãðóïïàõ. ×åðåç 14 ñóò ïîñëå íà÷àëà ýê-
ñïåðèìåíòà ó ìûøåé, èíúåöèðîâàííûõ êîìïëåêñàìè
NLS-TSF7/pCMVIGF-1s, ïðîèñõîäèëî ïîëíîå çàæèâëåíèå
ðàíû, òîãäà êàê â êîíòðîëüíûõ ãðóïïàõ ïëîùàäü ðàíû ñî-
ñòàâëÿëà îêîëî 10 ìì2 (~17 % îò èñõîäíîãî ðàçìåðà)
(ðèñ. 7; ñì. òàáëèöó). Áîëåå òîãî, ó ìûøåé, èíúåöèðîâàí-
íûõ êîìïëåêñàìè NLS-TSF7/pCMVIGF-1s, íà 10-å ñóò ïî-
ñëå íà÷àëà ýêñïåðèìåíòà ðàçìåð ðàíû áûë â 2 ðàçà ìåíü-

øå, ÷åì ó ìûøåé, èíúåöèðîâàííûõ ñâîáîäíîé ïëàçìèäîé,
è â 4 ðàçà ìåíüøå ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëüíûìè ãðóïïà-
ìè. Íà 10-å ñóò ïîñëå íà÷àëà ýêñïåðèìåíòà ïðîâîäèëè ãè-
ñòîëîãè÷åñêîå èññëåäîâàíèå áèîïòàòîâ ðàí (ðèñ. 8). Óñòà-
íîâëåíî, ÷òî ó ìûøåé, èíúåöèðîâàííûõ êîìïëåêñàìè
NLS-TSF7/pCMVIGF-1s, ãðàíóëÿöèîííàÿ òêàíü áîëåå âû-
ðàæåíà (áîëåå òîëñòûé ñëîé, áîëüøåå êîëè÷åñòâî ñîñó-
äîâ) ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëüíîé ãðóïïîé æèâîòíûõ,
èíúåöèðîâàííûõ ñâîáîäíûì êîíúþãàòîì NLS-TSF7.
Êðîìå òîãî, ó ìûøåé, èíúåöèðîâàííûõ êîìïëåêñîì
NLS-TSF7/pCMVIGF-1s, áîëüøå ðàçâèò ñëîé ýïèäåðìèñà
íà ãðàíèöå ðàíû. Ïàðàëëåëüíî ïðîâîäèëè îöåíêó ìèòîòè-
÷åñêîãî èíäåêñà ôèáðîáëàñòîâ â îáëàñòè ðàíû. Óñòàíîâ-
ëåíî, ÷òî ïåðåíîñ ìûøàì pCMVIGF-1s â êîìïëåêñå ñ ìî-
ëåêóëÿðíûì êîíúþãàòîì NLS-TSF7 ïðèâîäèò ê âîçðàñòà-
íèþ ÷èñëà ïðîëèôåðèðóþùèõ ôèáðîáëàñòîâ â 2.6 ðàçà
(ìèòîòè÷åñêèé èíäåêñ 1.6) ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëüíîé
ãðóïïîé æèâîòíûõ, èíúåöèðîâàííûõ ñâîáîäíûì êîíúþ-
ãàòîì NLS-TSF7 (ìèòîòè÷åñêèé èíäåêñ 0.6).

Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ñâèäåòåëüñòâóþò î âûñîêîé
ýôôåêòèâíîñòè ðàçðàáîòàííîé ñèñòåìû íåâèðóñíîé ðåãå-
íåðàöèîííîé ãåíîòåðàïèè êîæíûõ ïîêðîâîâ ìëåêîïèòàþ-
ùèõ, îñíîâàííîé íà ïðèìåíåíèè ìîëåêóëÿðíûõ êîíúþãà-
òîâ ñ âûñîêîé òðîïíîñòüþ ê ðåöåïòîðàì òðàíñôåððèíà.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ôåäå-
ðàëüíîãî àãåíòñòâà ïî íàóêå è èííîâàöèÿì (Ãîñóäàðñò-
âåííûé êîíòðàêò 02.512.11.2274).
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The rate and character of skin tissue regeneration after wounds, burns and other traumas depend on the cell
proliferation within damaged area. Acceleration of healing by stimulation of cell proliferation and extracellular
matrix synthesis is one of the most important tasks of modern medicine. There are gene therapy approaches to
wound treatment consisting in the transfer of genes encoding mitogenic growth factors to wound area. The most
important step in the development of gene therapy approaches is the design of gene delivery tools. In spite of
high efficacy of viral vectors, the non-viral means have some preferences (low toxicity, low immunogenity, sa-
fety and the absence of backside effects). Among non-viral gene delivery tools, molecular conjugates are the
most popular because of their efficacy, simplicity, and the capacity to the targeted gene transfer. In the present
work we have developed two molecular conjugates — NLS-TSF7 and NLS-TSF12 consisting of the modified
signal of nuclear localization of T-antigen of SV40 virus (cationic part) and the peptide ligands of mammalian
transferrin receptor (ligand part). These conjugates bind to plasmid DNA with formation of polyelectrolytic
complexes and are capable to deliver plasmid DNA into cells expressing transferrin receptors by receptor-medi-
ated endocytosis. Transfer of the expression vector of luciferase gene in the complex with molecular conjugate
NLS-TSF7 to murine surface tissues led to about 100 fold increasing of luciferase activity in comparison with
the transfer of free expression vector. Treatment of slash wounds in mice with the complexes of expression vec-
tor of synthetic human gene encoding insulin-like growth factor 1 with molecular conjugates NLS-TSF7 led to
acceleration of healing in comparison with mice treated with free expression vector. The results obtained con-
firm the high efficiency of the developed regenerative gene therapy approach for the treatment of damaged skin
tissues in mammals.

K e y w o r d s: molecular conjugates, gene transfer, regenerative gene therapy, transferrin receptor, insu-
lin-like growth factor 1.
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