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БИОЛОГИЧЕСКИЙ ПОТЕНЦИАЛ ГЕННО-ИНЖЕНЕРНОЙ КОНСТРУКЦИИ, 
КОДИРУЮЩЕЙ ГЕН ФАКТОРА РОСТА ЭНДОТЕЛИЯ СОСУДОВ ЧЕЛОВЕКА

Аннотация. Установлен высокий биологический потенциал разработанной генно-инженерной плазмидной кон
струкции  pcDNATM3.1(–) VEGF165.  Доказана  ее  способность  индуцировать  значимое  повышение  экспрессии  гена 
VEGF165 в мезенхимальных мультипотентных стромальных клетках и эндотелиоцитах человека и увеличивать на
работку  клетками  белка  VEGF165. Выявленная  временная  функциональная  активность  генно-инженерной  кон
струкции в клетках и отсутствие генотоксического действия минимизирует вероятность онкотрансформации. 

Созданная  генно-инженерная  векторная  конструкция  pcDNATM3.1(–)  VEGF165  может  быть  использована  для 
разработки модели генотерапевтического лекарственного средства, способствующего ангиогенезу in vivo в ишеми
зированных тканях.
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BIOLOGICAL POTENTIAL OF A GENETIC ENGINEERING CONSTRUCTION  
ENCODING THE GENE FOR THE HUMAN VASCULAR ENDOTHELIUM GROWTH FACTOR

Abstract.  The  high  biological  potential  of  the  developed  genetically  engineered  plasmid  construct  pcDNATM3.1(–) 
VEGF165 has been established. It has been proven to induce a significant increase in the expression of the gene VEGF165  
in mesenchymal multipotent stromal cells and human endothelial cells and to increase the production of the VEGF165 protein 
by cells. The identified temporary functional activity of  the genetically engineered construct  in cells and the absence  
of genotoxic effects minimize the likelihood of oncotransformation. 

The created genetically engineered vector construct pcDNATM3.1(–) VEGF165 can be used to develop a gene therapy 
drug model that promotes angiogenesis in vivo in ischemic tissues.
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Введение. В настоящее время наиболее перспективным методом лечения ишемии нижних 
конечностей атеросклеротического или диабетического генеза является терапевтический ангио
генез, основанный на введении в ткани с нарушенным кровоснабжением рекомбинантных гене
тических конструкций, кодирующих гены факторов роста, и/или стволовых/прогениторных кле
ток с их сверхэкспрессией [1–4].

Образование, стабилизация и созревание кровеносных сосудов in vivo обусловлены действи
ем проангиогенных факторов – белков-медиаторов ангиогенеза (факторы роста эндотелия сосудов 
человека (VEGF), ангиопоэтинов (ANGPT-1,2), основного фактора роста фибробластов (FGF-2), 
плацентарных факторов роста (PlGF-1,2), интерлейкина-8 (IL-8), тромбоцитарных факторов рос-
та (PDGF), трансформирующего фактора роста-бета (TGF-ß)), а также привлечением с их помо
щью периваскулярных и гладкомышечных клеток [5–8].

К одним из основных инструментов терапевтического ангиогенеза для формирования сосу
дистой  сети  в  ишемизированной  ткани можно  отнести  применение функционально  активных  
в клетках человека векторных конструкций, в том числе на основе плазмидных ДНК, кодирую
щих один или несколько ростовых факторов. Биологические системы на основе плазмид, пред
ставляющих  собой  кольцевые  ДНК,  в  качестве  векторных  платформ  для  доставки  являются  
более привлекательной альтернативой моделям на основе рекомбинантных вирусных структур  
и белков/пептидов [1, 3, 9]. При использовании генотерапевтических плазмидных ДНК-препаратов 
в организм вводится нуклеиновая кислота, несущая в своей последовательности ген, кодиру- 
ющий целевой белок, после чего трансляционный аппарат клеток с плазмидной ДНК начинает 
вырабатывать тот целевой белок, который и вызывает необходимый терапевтический эффект [1]. 
Фактор роста эндотелия сосудов (VEGF) играет ключевую роль в регуляции ангиогенеза [5–7]. 
Являясь основным митогенным и хемотаксическим стимулом для эндотелиоцитов, он увеличи
вает  проницаемость  сосудов,  усиливает  активность  плазминогена,  коллагеназ,  способствует 
прорастанию сосудов в пораженную ишемизированную область. У человека VEGF представлен 
шестью изоформами. При этом короткие секретируемые формы типа VEGF165 свободно диф
фундируют во внеклеточную среду и биологически более активны [10].

На сегодняшний день во всем мире генотерапевтические лекарственные средства для ле- 
чения  ишемии  нижних  конечностей  представлены  единичными  инновационными  изделиями  
[2, 11, 12]. Многими научными коллективами активно ведутся разработки в направлении повы
шения эффективности существующих генотерапевтических ДНК-препаратов, в том числе за счет 
комбинации генов нескольких ростовых факторов в составе одной плазмидной конструкции, ко
торые, как ожидается, будут обеспечивать аддитивный терапевтический эффект in vivo [11].

В связи с этим особую актуальность приобретает создание отечественных генно-инженер
ных конструкций,  кодирующих  гены факторов роста  сосудов человека,  как прототипа нового 
генотерапевтического лекарственного препарата для лечения ишемии.

Цель данной работы ‒ определение на клеточном уровне in vitro особенностей биологическо
го потенциала разработанного оригинального модулятора ангиогенеза генно-инженерной плаз
мидной векторной конструкции pcDNATM3.1(–)VEGF165.

Материалы и методы исследования. Культуры клеток. Исследования проводили  in vitro, 
используя культивированные в двух-трех пассажах мезенхимальные мультипотентные стро
мальные клетки (МСК) и эндотелиоциты (ЭЦ) человека, так как известно, что эти клетки явля
ются также непосредственными участниками ангиогенеза in vivo [5, 13, 14]. Первичные культуры 
клеток получены из биопсийного материала (жировая ткань для МСК, пупочная вена для ЭЦ) 
доноров-добровольцев по общепринятым методикам путем ферментативной обработки коллаге
назой второго типа и трипсином по общепринятым методикам [15–17]. Биомассу клеток получали 
путем их культивирования в пассажах (при 37 ºС, атмосфере 100%-ной влажности, постоянном 
давлении СО2 5 % в ростовых средах α-МЕМ с добавлением 10 % эмбриональной телячьей сыво
ротки (ЭТС) ‒ для МСК; MCDB 131 с добавлением 20 % ЭТС и факторов роста bFGF 2 (2 нг/мл), 
VEGF (10 нг/мл), эпидермального фактора роста (EGF) (10 нг/мл) ‒ для ЭЦ) в присутствии анти
биотиков  пенициллина  и  стрептомицина. Для  культивирования ЭЦ использовали  покрытые 
0,1%-ным желатином культуральные флаконы. Смену ростовой среды проводили каждые 3 сут. 
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При достижении 70–80 % конфлюентности монослоя МСК и ЭЦ пересевали с плотностью 3 000  
и 10 000 кл/см2 соответственно и культивировали в полной питательной среде указанного выше 
состава.

Количество и жизнеспособность МСК и ЭЦ определяли с помощью автоматического счетчи
ка клеток (BioRad, США), учитывая способность раствора трипанового синего проникать через 
цитоплазматическую мембрану погибших клеток. Среднее  время удвоения популяции клеток 
(Y) рассчитывали по формуле

Y = (log22)t/(log2(Nt/N0)),

где t – время прироста популяции клеток; Nt – количество клеток, полученное за время культи
вирования t; N0 – исходное количество клеток, помещенных в культуральный флакон. 

Все клетки обладали высокой жизнеспособностью, были пролиферативно активны, микро
биологически стерильны. При этом МСК и ЭЦ имели характерный для них профиль экспрессии 
поверхностных маркерных молекул: CD73+/CD90+/CD105+/CD34–/CD45– ‒ для МСК, CD31+/CD117+/
CD144+/CD146+/CD45– ‒ для ЭЦ.

Плазмидные ДНК. Очищенные pcDNATM3.1(–) VEGF165 с экспрессионной кассетой человече
ского фактора роста эндотелия сосудов 165 (размер ‒ 5,994 kb) под контролем CMV-промотора 
были сконструированы и синтезированы в ГНУ «Институт биоорганической химии НАН Бела
руси», получены в препаративном количестве, очищены и переданы в ГНУ «Институт биофизи
ки и клеточной инженерии НАН Беларуси».

Трансфекция. Трансфекцию  в  клетки  плазмидных  рекомбинантных  конструкций 
pcDNATM3.1(–)VEGF165 проводили путем липофекции и  электропорации. Липофекцию выпол
няли с использованием коммерческого набора Lipofectamine 3000 (Invitrogene, США), согласно 
инструкции производителя, электропорацию клеток ‒ с помощью системы для трансфекции 
NeonTM  (Invitrogene,  США),  согласно  рекомендациям  производителя.  Используемые  режимы 
электропорации:  1700  V/20  мс/1  имп,  1300  V/20  мс/2  имп,  1400  V/20  мс/2  имп  ‒  для  МСК; 
1500 V/20 мс/1 имп, 1000 V/40 мс/1 имп, 1100 V/40 мс/1 имп ‒ для ЭЦ. Эффективность режимов 
трансфекции оценивали через 48 ч после липофекции/электропорации по количеству клеток, 
экспрессирующих репортерный белок GFP, и доли жизнеспособных клеток после воздействия 
методом проточной цитометрии.

Определение экспрессии гена белка VEGF165 в клетках.  Экспрессию  гена  белка  VEGF165  
в МСК и ЭЦ определяли методом полимеразной цепной реакции в реальном времени на ампли
фикаторе CFX Opus 96 (Bio-Rad, США) с помощью набора реагентов TaqMan® Gene Expression 
Master Mix (Applied Biosystems Inc., США). Использовали праймеры к исследуемому гену со сле
дующей  нуклеотидной  последовательностью:  VEGF(F):  GGAGATCCTTCGAGGAGCACTT; 
VEGF(R): GGCGATTTAGCAGCAGATATAAGAA. РНК из клеток выделяли  с помощью набора 
RNAqueous®-4PCR Kit (Applied Biosystems Inc., США), согласно протоколу производителя. Кон
центрацию РНК определяли спектрофотометрическим методом по оптической плотности ее рас
твора (λ = 260 нм). Для исследований использовали 300 нг очищенной РНК. Синтез ДНК из РНК 
осуществляли  с  помощью  набора  High  Capacity  RNA-to-cDNA  Kit  (Applied  Biosystems  Inc., 
США),  согласно  руководству  производителя. Уровень мРНК  анализируемого  гена  выравнива- 
ли  по  отношению  к  мРНК  референс-гена  глицеральдегид-3-фосфат  дегидрогеназы  TaqMan® 
GAPDH Control (Applied Biosystems Inc., США).

Определение содержания белка VEGF165 в кондиционированной клеточной среде. Экспрес
сионную активность МСК и ЭЦ человека в отношении фактора роста эндотелия сосудов VEGF165 
оценивали по способности клеток в условиях культуры продуцировать данный белок в росто
вую среду. Концентрацию белка в кондиционированной среде определяли методом иммунофер
ментного анализа (ИФА) с использованием коммерческого набора ELISA Kit VEGF-165 (BT LAB, 
Китай), согласно рекомендациям производителя, и пересчитывали на 103 клеток.

Сортинг и клонирование клеток.  Для  оценки  стабильности  экспрессии  рекомбинантной 
плазмидной  конструкции  pcDNATM3.1(‒)VEGF165  в  пассажах  через  48  ч  после  котрансфек- 
ции МСК и ЭЦ плазмидной конструкцией pcDNATM3.1(–)VEGF165 и плазмидой с геном зеленого 
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флуоресцентного белка (GFP) клетки с экспрессией репортерного белка выделяли из исследуемой 
общей их популяции в стерильных условиях с использованием сортера клеток S3e (Bio-Rad, США). 
Отсортированные клетки помещали на 6-луночные планшеты и культивировали в стандартных 
для них условиях до достижения плотности монослоя в 70–80 %, после чего пересаживали на 
новые  культуральные  флаконы.  Концентрацию  белка VEGF165  в  кондиционированной  среде 
клеток определяли в течение двух пассажей после стерильного сортинга клеток.

Микроядерный тест. Для оценки влияния pcDNATM3.1(–)VEGF165 на генетическую стабиль
ность культивированных клеток использовали окрашивание их красителем DAPI, позволяющее 
визуализировать повышенное количество микроядер в цитоплазме интерфазных клеток, что мо
жет  свидетельствовать  о  потенциальной  генотоксичности  плазмидного  препарата.  Для  этого 
клетки пассировали с плотностью 20 тыс/см2, инкубировали в стандартных условиях (5 % СО2, 
37  °С)  72  ч,  после  чего  фиксировали  клеточный  монослой  70%-ным  этанолом  и  окрашивали 
DAPI  (2,5 мкгр/мл,  5 мин). Далее  клетки  анализировали  с  помощью флуоресцентного микро- 
скопа,  используя  соответствующий  канал  измерения  (детекция  сигнала  при  λ  =  425–475  нм). 
Подсчитывали в 10 полях зрения общее количество клеток и количество клеток с микроядрами. 
Относительное количество микроядер высчитывали по формуле: (клетки с микроядрами/общее 
количество клеток) ∙ 100 %.

Криоконсервация МСК и ЭЦ. Криоконсервацию полученной в культуре биомассы МСК и ЭЦ 
осуществляли,  используя  в  качестве  криопротектора  диметилсульфоксид  (ДМСО).  Для  этого  
к 0,65 мл клеток (1–2)∙106)) в ростовой среде α-MEM добавляли смесь, содержащую 0,3 мл охлаж
денной (4–8 °С) ЭТС и 0,05 мл ДМСО, суспензию осторожно перемешивали, герметично закры
вали и выдерживали 1 ч при 4 °С, потом 2 ч при –20 °С и помещали в ультраморозильную каме
ру (–86 °С) для кратковременного криохранения.

Статистическая обработка полученных данных. Статистическую обработку полученных  
результатов  проводили  с  применением  пакета  прикладных  программ  Statistica  (версия  10.0,  
StatSoft Inc., США). Данные представляли в виде средних величин ± ошибка среднего. Различия 
считали статистически значимыми при р ≤ 0,05.

Результаты и их обсуждение. Полученные в культуре клетки, используемые для трансфек
ции, имели типичную для них морфологию: МСК ‒ фибробластоподобную, ЭЦ ‒ фибробласто
подобную (укороченная или овальная форма типа «булыжной мостовой») (рис. 1).

Клеточные культуры обладали характерным фенотипом (CD73+/CD90+/CD105+/CD34–/CD45– ‒ 
для МСК; CD31+/CD117+/CD144+/CD146+/CD45– ‒ для ЭЦ) и высокой жизнеспособность (95 ± 1,5 %). 
Клетки были пролиферативно активны, среднее время удвоения их популяции ‒ 45,3 ± 2 ч для 
МСК и 39,5 ± 1,5 ч для ЭЦ.

После оптимизации условий трансфекции для полученных в культуре клеток в МСК и ЭЦ вво
дили рекомбинантные плазмидные  конструкции  с  геном VEGF165. Далее  трансфецированные 
клетки  культивировали  72  ч  в  стандартных  для  них  условиях,  после  чего  изучали  влияние  

а                                                                              b

Рис. 1. Микрофотографии МСК (a) и ЭЦ (b) в условиях культуры, третий пассаж.  
Фазово-контрастная микроскопия. ×40

Fig. 1. Microphotographs of MSC (a) and EC (b) cell culture conditions, passage 3 cells.  
Magnification, phase contrast microscop. ×40
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функциональной  активности  плазмидной  конструкции  на  экспрессию  МСК  и  ЭЦ  фактора 
VEGF165.

С целью определения изменения экспрессии белка VEGF165 в МСК и ЭЦ на уровне транс
крипции после трансфекции клеток генно-инженерной плазмидной конструкцией для оценки ее 
биологической активности исследована экспрессия гена фактора роста в контрольных и транс
фецированных клетках. Выявлены изменения содержания транскриптов гена VEGF165 в культи
вированных МСК и ЭЦ после их трансфекции по сравнению с их содержанием в контрольных 
клетках, в которые плазмиду не вводили. Обнаружено, что в МСК человека после трансфекции 
экспрессия гена белка VEGF165 увеличилась в 1,8 раза, а в ЭЦ ‒ в 1,5 разa (р ≤ 0,05) (рис. 2).

Параллельно исследованию относительного уровня экспрессии гена данного фактора роста  
в контрольных и опытных МСК и ЭЦ методом ИФА исследовали содержание его белкового про
дукта в кондиционированных ростовых средах клеток. Определяли концентрацию белка в кон
диционированной среде, полученной при культивировании трансфецированных МСК и ЭЦ  
в течение 72 ч в стандартных условиях, и сравнивали этот показатель с таковым в контрольных 
клетках, в которые не вводилась генно-инженерная конструкция. В результате оказалось, что при 
введении в клетки разработанной плазмидной конструкции pcDNATM3.1(–)VEGF165 значимо по
вышается наработка клетками белка VEGF165, синтетическая активность в отношении VEGF165 
в МСК увеличивается в более чем в 100 раз, а в ЭЦ ‒ более чем в 250 раз (р ≤ 0,05) (табл. 1).

Т а б л и ц а  1. Содержание белка VEGF165 в кондиционированной среде МСК и ЭЦ, пгр/103 клеток

T a b l e  1. Content of VEGF165 protein in the conditioned medium of MSC and EC, pgr/103 cells

Тип клеток 
Содержание VEGF165 в клетках

МСК ЭЦ

Интактные (контрольные)  20 ± 2,5 10,75 ± 1,5
Трансфецированные  2 150 ± 3,0* 758 ± 2,0*

Трансфецированные после культивирования в течение двух пассажей  20,3 ± 2,1 9,68 ± 1,3

П р и м е ч а н и е. * – статистически значимые отличия средних значений относительно интактных (контрольных) 
клеток (р ≤ 0,05).
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Рис. 2. Экспрессия гена фактора роста VEGF165 в культивированных МСК и ЭЦ человека  
(1 – контрольные клетки, 2 – клетки после трансфекции (72 ч культивирования)).  

* – статистически значимые отличия средних значений относительно контрольных клеток (р ≤ 0,05)

Fig. 2. Expression of the growth factor gene VEGF165 in cultured human MSC and EC  
(1 – control cells, 2 – cells after transfection (72 hours of cultivation)).  

* – statistically significant differences in average values with respect to control cells (p ≤ 0.05)
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Таким образом, можно отметить выраженную однонаправленную положительную динамику 
экспрессии  гена VEGF165  и  его  белкового  продукта  в  секретомах МСК  и  ЭЦ,  подвергшихся 
трансфекции плазмидной конструкцией pcDNATM3.1(–)VEGF165. Кроме того, полученные резуль
таты свидетельствуют о том, что векторная конструкция функционально активна в отношении 
исследуемых клеток.

Также важно отметить, что после двух пассажей пассирования клеток после их трансфекции 
содержание фактора VEGF165 в кондиционированных средах МСК и ЭЦ снижалось до харак
терного для контрольных клеток уровня. Данный факт можно объяснить как снижением жизне
способности  трансфецированных  клеток,  а  соответственно,  их  последующей  элиминации  из 
клеточной популяции, так и возможной нестабильностью функциональной активности экзоген
ной генетической конструкции и/или ее элиминацией из клеток при делении, что также ожидае
мо,  так как в клетках  запускаются адаптационные механизмы, реализующие поддержание  го- 
меостаза.

Косвенным подтверждением сформулированного предположения является факт зафиксиро
ванного  затухания  экспрессии GFP  и  снижения  содержания VEGF165  в  кондиционированной 
среде клеток после культивирования в течение двух пассажей, отсортированных и котрансфеци
рованных  плазмидными  конструкциями МСК  и ЭЦ  с  изначально функционально  активными 
экспрессионными кассетами, кодирующими VEGF165 и GFP (рис. 3).

В  данном  исследовании  важно  было  оценить  также  способность  генно-инженерной  кон
струкции  с  экспрессионной  кассетой фактора  роста VEGF165  оказывать  генотоксический  эф
фект и влияние на функциональную активность культивированных МСК и ЭЦ. Выявлено, что 
при культивировании в течение двух пассажей после трансфекции МСК и ЭЦ сохраняются гене
тическая стабильность, а также исходный фенотипический профиль клеток (табл. 2).

   
а                                                                                                         b 

     
c                                                                                                          d

Рис. 3. Экспрессия репортерного белка GFP в культивированных МСК (a – после котрансфекции,  
b – второй пассаж после котрансфекции) и ЭЦ (c – после котрансфекции, d – второй пассаж после котрансфекции), 
котрансфецированных плазмидными конструкциями с экспрессионными кассетами, кодирующими VEGF165 и GFP

Fig. 3. Expression of the GFP reporter protein in cultured MSCs (a – after cotransfection,  
b – 2nd passage after cotransfection) and EC (c – after cotransfection, d – passage 2 cells after cotransfection),  

cotransfected with plasmid constructs with expression cassettes encoding VEGF165 and GFP
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Т а б л и ц а 2. Экспрессия CD-маркеров культивированными МСК и ЭЦ, %

T a b l e 2. Expression of CD markers by cultured MSC and EC, %

CD-маркер CD73 CD90 CD105 CD31 CD117 CD144 CD146

 Маркер контрольных МСК в популяции 98,8 ± 0,2 99 ± 0,1 98,4 ± 0,2 – – – –
 Маркер МСК в популяции после трансфекции 
векторной конструкцией pcDNATM3.1(–)VEGF165  
и прокультивированных два пассажа

98,5 ± 0,2 99 ± 0,1 98,0 ± 0,2 – – – –

 Маркер контрольных ЭЦ в популяции – – – 93 ± 1 89 ± 5 98 ± 1 99 ± 1
Маркер ЭЦ в популяции после трансфекции  
векторной конструкцией pcDNATM3.1(–)VEGF165  
и прокультивированных два пассажа

– – – 95 ± 1 89 ± 5 98 ± 1 99 ± 1

Визуализация и подсчет микроядер в клетках после их окраски DAPI показали отсутствие 
статистически достоверного влияния функциональной активности плазмидной генно-инженер
ной конструкции pcDNATM3.1(–)VEGF165 на количество микроядер в МСК и ЭЦ. Доказано, что  
в клеточной культуре допустимая доля клеток с микроядрами, при которой клетки еще счита
ются биобезопасными, составляет 27 %. Процент клеток в полученных нами препаратах МСК  
и ЭЦ не изменялся как для контрольных, так и для трансфецированных клеток (5 и 6 % соответ
ственно), что свидетельствовало о хорошем состоянии репаративного аппарата клеточных куль
тур и об отсутствии рисков, связанных с их онкотрансформацией.

Время удвоения популяции снижалось в среднем в 1,2 и 1,4 раза (р ≤ 0,05) для МСК и ЭЦ со
ответственно,  а  в  среде  культивирования на протяжении первого после  трансфекции пассажа 
можно  было наблюдать  открепленные погибшие  клетки. Причем  этот  эффект  уже полностью 
нивелировался во втором раунде пассирования. Временный эффект негативного воздействия на 
жизнеспособность и пролиферативную активность клеток в культуре можно объяснить очевид
ным токсическим воздействием липофекционного агента/электрического тока на цитоплазмати
ческую мембрану клеток при трансфекции.

Выводы

1. В результате исследований in vitro впервые установлен высокий биологический потенциал 
разработанной генно-инженерной плазмидной конструкции pcDNATM3.1(–)VEGF165, который про
является в ее способности индуцировать значимое повышение экспрессии гена VEGF165 в мезен
химальных мультипотентных стромальных клетках и эндотелиоцитах человека и увеличивать 
наработку этими клетками белка VEGF165.

2. Выявленная временная функциональная активность pcDNATM3.1(–)VEGF165 в клетках ис
ключает продленную гиперэкспрессию фактора роста, характерную для опухолевых линий, что 
в сочетании с отсутствием генотоксического действия плазмидной конструкции минимизирует 
вероятность переключения биохимических процессов в трансфецированных клеточных культу
рах и их онкотрансформацию.

3. Созданная генно-инженерная векторная конструкция pcDNATM3.1(–)VEGF165 может быть 
использована  для  разработки  модели  генотерапевтического  лекарственного  средства,  способ
ствующего ангиогенезу in vivo в ишемизированных тканях.
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