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Актуальность. Разработка новых методов воспол-
нения дефектов костной ткани, направленных на  регу-
ляцию дифференцировки остеогенных прогениторных 
клеток, является актуальной задачей регенеративной 
медицины. Одним из  ингибиторов остеогенеза высту-
пает гликогенсинтаза киназа GSK-3β, который посред-
ством фосфорилирования β-катенина уменьшает 
уровень экспрессии ключевого транскрипционного 
фактора остеобластов Runx2. Снижение количества 
мРНК GSK-3β в  результате нокдауна с  помощью мо-
лекул siРНК может существенно повысить эффектив-
ность остеогенной дифференцировки клеток-предше-
ственниц в процессе репаративного остеогенеза.

Цель исследования. Оценка влияния нокдауна 
GSK-3β на  развитие остеогенной дифференцировки 
мультипотентных мезенхимальных стромальных клеток 
(ММСК).

Материалы и методы. Для нокдауна GSK-3β были вы-
браны 4 молекулы siРНК, направленные на 4, 7, 8 и 10 эк-
зоны в составе мРНК данного гена. ММСК жировой тка-
ни человека на 3 пассаже инкубировали с полиплексами, 
состоящими из молекул siРНК и полимера TurboFect (TF) 
N/P  1:2  в  24-луночном планшете в  течение 24  часов 
в  среде Opti-MEM с  5% ЭТС. После трансфекции сре-
ду заменяли на Д МЕМ с  10% ЭТС, 4  mM  L-глутамина, 
100  мг/л  амикацина. Эффективность трансфекции 
определяли с  помощью контрольной молекулы siРНК, 
не  направленной ни  на  один известный ген человека, 
с  флуоресцентной меткой 6-FAM. Цитосовместимость 
полиплексов анализировали с помощью МТТ-теста на 1, 
2  и  5  сутки после трансфекции. Уровень экспрессии 
мРНК GSK-3β и Runx2 оценивали с помощью РТ-ПЦР.

Результаты. По  данным МТТ-теста была определе-
на оптимальная концентрация siРНК  — 50  пмоль/мл, 
при которой количество живых клеток на 5 сутки после 
трансфекции варьировалось от 71,7% до 87% от значе-
ний контрольной группы.

Эффективность трансфекции ММСК полиплек-
сами, содержащими 50  пмоль/мл  siРНК составила 
97,2±2,4%. На 5 сутки после проведения нокдауна уро-
вень экспрессии GSK-3β снизился в 2,3–5,2 раза, а уро-
вень экспрессии Runx2 вырос в 2,5–7 раз в зависимо-
сти от молекулы siРНК.

Таким образом, было показано, что эффективность 
остеогенной дифференцировки в  культурах ММСК мо-
жет быть повышена при нокдауне гена GSK-3β с  помо-
щью молекул siРНК.
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К  настоящему времени предложено множество 
подходов для индукции терапевтического ангиогене-
за включающие в себя разнообразные хирургические 
техники, применение специфических медикаментоз-
ных препаратов, белков индукторов ангиогенеза, ре-
комбинантных молекул ДНК и  применение различ-
ных клеточных типов.При этом в  качестве наиболее 
перспективных технологий могут рассматриваться 
подходы базирующиеся на  использовании ex  vivo ге-
нетически модифицированных клеток.В  этом аспекте, 
мононуклеарные клетки крови пуповины (МККП) че-
ловека продолжают оставаться перспективными «ин-
струментами» для доставки генно-инженерных систем 
и экспрессии рекомбинантных белков.

В исследовании мы определили влияние МККП гипе-
рэкспрессирующих проангиогенные факторы на процес-
сы индукции ангиогенеза. Получены МККП экспрессиру-
ющие сосудистый эндотелиальный фактор роста (VEGF), 
а также МККП одновременно секретирующие VEGF, ос-
новной фактор роста фибробластов (FGF2) и  стромаль-
ный фактор роста 1 альфа (SDF1-α) (МККП-VSF).В каче-
стве групп сравнения использовали импланты матригеля 
c МККП-GFP и без МККП.

Спустя семь суток после имплантации выделенные 
фрагменты Матригеля имели вид правильных дис-
ков. Верификация экспрессии рекомбинантных генов 
в  имплантах, показала присутствие целевых мРНК. 
Цвет имплантов коррелировал со  степенью васкуля-
ризации и  варьировал от  молочно-белого (контроль-
ный Матригель) до  красно-коричневого (МККП-VSF). 
Показано, что концентрация гемоглобина в импланта-
тах, содержащих МККП-VEGF, или МККП-VSF досто-
верно выше по  сравнению с  образцами содержащи-
ми фрагменты Матригеля с  МККП-GFP и  без МККП. 
Гистологические исследования выявили, что препара-
ты Матригеля окружены тонкой соединительнотканной 
капсулой в  вглубь которых врастает соединительная 
ткань.В  группах Матригеля без МККП (1,5±0,5  ед./
мм2) и  МККП-GFP (7,5±3  ед./мм2) наблюдались ред-
кие капилляры. В  группе МККП-VEGF присутствуют 
сосуды различного диаметра (16±5  ед./мм2), прони-
кающие в  центральные области имплантата, клетки 
экспрессируют VEGF. МККП-VSF характеризуются 
врастанием в глубь имплантатов соединительной тка-
ни и формированием сосудов (23±5 ед./мм2) различ-
ного калибра, которые проникают в центральные обла-
сти имплантата, МККП позитивны в отношении VEGF, 
FGF2 и SDF1-α.

Таким образом, модификация МККП аденовирусами 
увеличивает экспрессию ими проангиогенных факторов.
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Комбинированная доставка нескольких факторов с  ис-
пользованием МККП показывает взаимный синергети-
ческий эффект при стимуляции ангиогенеза.

Работа поддержана РФФИ 16-04-01567.
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В настоящее время активно разрабатываются мето-
ды лечения сосудистых заболеваний в  основе которых 
лежат методы стимулирования естественных процес-
сов ангиогенеза. В  частности, генные конструкции, эк-
прессирующие проангиогенные факторы были успеш-
но применены во  многих клинических и  доклинических 
исследованиях. Использование сильных промоторов 
и  мультигенных систем, позволяет усиливать ангиоген-
ный потенциал и  активировать формирование стабиль-
ной функциональной сети сосудов.

В  исследовании на  базе разрешенного для клини-
ческого применения плазмидного вектора pVax1  нами 
были сконструированы генетические конструкции, коди-
рующие несколько генов интегрированные через фурин-
2А-пептидные последовательности пикорновирусов . 
В  качестве терапевтических молекул, были выбраны 
VEGF и  (или) FGF-2, оба фактора играют важную роль 
на разных этапах ангиогенеза, все экспрессионные кас-
сеты кодировали репортерный ген- DsRed.

Генетически модифицированные клетки трансфи-
цированные созданными плазмидами, стабильно экс-
прессировали рекомбинантные факторы. Синтез мРНК 
VEGF и  FGF-2  был подтвержден с  помощью молеку-
лярно-генетических методов. Данные мультиплексно-
го анализа с  применением технологии Luminex®xMAP 
и  набора Bio-PlexPro™ Human Cytokine 27-plex Assay 
показали, что модификация клеток не приводит к зна-
чительному сдвигу в профиле синтезируемых и секре-
тируемых факторов. За  исключением, концентрации 
рекомбинантных белков представленных в плазмидных 
конструкциях (VEGF и FGF2). Кондиционированная сре-
да собранная с трансфицированных клеток оказывала 
стимулирующий эффект на пролиферацию и формиро-
вание капилляро-подобных структур эндотелиальными 
клетками in vitro.

Таким образом, рекомбинантные конструкции содер-
жащие 2А-пептидные последовательности пикарновиру-
сов экспрессруют терапевтические и репортерные гены, 
расположенные в  одной рамке считывания и  обладают 
значительным проангиогенным потенциалом. Данные 
системы позволят расширить существующие возможно-
сти генной терапии в аспекте лечения ишемических за-
болеваний человека.

Работа поддержана Грантом Президента 
РФ ПВНШ-118.
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По данным ВОЗ основной причиной смертности на-
селения в развитых странах являются сердечно-сосуди-
стые заболевания, каждый год из-за них погибает около 
17,9 миллиона людей.Несмотря на совершенствование 
хирургических и  эндоваскулярных технологий,данные 
методы лечения недоступны около 30% пациентов 
из-за  плохого состояния сосудистого русла и  риска 
сердечного приступа.В  связи с  этим поиск эффектив-
ных методов лечения, способных предотвратить про-
грессирование ишемических заболеваний остается 
актуальной задачей здравоохранения.Генная терапия 
с  использованием проангиогенных молекул является 
прогрессивной стратегией, однако последние рандо-
мизированные исследования не  смогли однозначно 
доказать эффективность данного подхода.Поэтому су-
ществует необходимость в  более детальном изучении 
влияния генных конструкций на  активацию естествен-
ных процессов ангиогенеза.

В  этой связи, нами были созданы и  протестиро-
ваны мультигенные плазмидные конструкции in  vitro. 
Рекомбинантные плазмиды содержали фурин-2А-
пептидную последовательность пикорновирусов и  ко-
дон оптимизированные последовательности фактора 
роста эндотелия сосудов (VEGF) и (или) фактора роста 
фибробластов (FGF2), красного флуоресцентного бел-
ка (DsRed). В  данной работе, для анализа терапевти-
ческого потенциала данных конструкций in vivo мы им-
плантировали генетически-модифицированные клетки 
HЕK293T в  составе матригеля иммунодефицитным 
мышам линии BALB/c Nude.

Имплантаты контрольных групп характеризовались 
молочно-белым цветом и  низким уровнем гемоглоби-
на.Тем не  менее, в  имплантатах, содержащих клетки 
HEK293T, трансфицированные репортёрной плазми-
дой pVax-DsRed, содержание гемоглобина было выше, 
чем в чистом Матригеле, что говорит о наличии некото-
рых проангиогенных свойств у клеток HEK293T. Клетки, 
гиперэспрессирующие VEGF и  FGF-2  активировали ан-
гиогенез: красно-коричневые имплантаты матригеля 
содержали большое количество кровеносных сосудов.
Однако в  группе pVax-FGF2  уровень гемоглобина был 
выше по сравнению с группой pVax-VEGF-FGF2.Под воз-
действием pVAX-FGF2  формировалось меньшее коли-
чество сосудов по  сравнению с  pVax-VEGF165A-FGF2, 
однако диаметр был их  шире, что повлияло на  концен-
трацию гемоглобина.

Таким образом, ко-экспрессия VEGF и  FGF-2  спо-
собствует эффективной васкуляризации имплантатов 
матригеля и  стимулирует образование сосудов in  vivo, 
а  разработанные плазмидные конструкции могут быть 
использованы в дальнейших исследованиях направлен-
ных на стимулирование ангиогенеза.

Работа поддержана Грантом Президента РФ 
ПВНШ-118.


