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Исследованы подходы к генной терапии атеросклероза путем невирусного переноса гена аполипоп-
ротеина Al (ароАІ) — основного белкового компонента антиатерогенных липопротеинов — в 
клетки печени. Сконструирован плазмидный вектор для экспрессии полноразмерного гена. ароАІ 
человека в клетках млекопитающих. Конструкция содержит последовательности бактериальной 
плазмиды, позволяющие ей реплицироваться в клетках Escherihia coli, и кассету для экспрессии 
гена ароАІ, фланкированную инвертированными терминальными повторами аденоассоциирован-
ного вируса человека. Для доставки векторной ДНК использован синтетический полимер полиэти-
ленимин (ПЭИ, 25 кДа). Показано>, что в результате ПЭИ-опосредованной трансфекции клеток 
в культуре аналогичным вектором, содержащим репортерный ген зеленого флуоресцирующего 
белка, 50—70 % клеток экспрессируют введенный ген. На экспериментальных животных, 
которым вводили конструкцию с геном ароАІ человека прямой инъекцией в печень, продемонст
рировано, что белок АроАІ человека тестируется в плазме крови в течение 15 сут после 
доставки гена. ПЦР-анализ суммарной ДНК печени подопытных животных показал наличие 
расчетного фрагмента гена apoAJ человека у крыс через 15 дней после введения гена. 

Введение. Генная терапия — новейшая биомеди
цинская технология, основания на введении в клет
ки генных конструкций с лечебной целью [1 , 2 ] . 
Терапевтический эффект подобных конструкций 
достигается за счет дополнительного синтеза целе
вых белков вследствие экспрессии введенных генов. 
При этом вводимый ген фактически является но
вым фармацевтическим препаратом для лечения не 
только моногенных, но и тяжелых мультифактор-
ных заболеваний, таких как атеросклероз [3—6] . 

Одним из наиболее значимых факторов риска 
развития атеросклероза является повышенный уро
вень холестерина. Заболевание возникает при на
рушении баланса его катаболизма. Доставка холе-
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стерина в клетки осуществляется атерогенными 
липопротеинами низкой и очень низкой плотности 
( Л П Н П и Л П О Н П ) , а выведение из клеток — 
липопротеинами высокой плотности (ЛПВП) , т. е. 
антиатерогенными. Основным белковым компонен
том лиганда Л П В П является АроАІ [7 ] . Высокое 
содержание Л П В П в крови человека, обусловлен
ное повышенным уровнем АроАІ , коррелирует с 
незначительным риском развития атеросклероза 
[8 ]. Установлено, что у мышей с индуцированным 
атеросклерозом введение АроАІ человека приводи
ло к существенной регрессии атеросклеротических 
изменений аорты [9 ]. 

В соответствии с современными представлени
ями о роли нарушений липидного метаболизма в 
развитии атеросклероза многочисленные клиниче
ские и экспериментальные попытки профилактики 
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и лечения этого заболевания основаны на исполь
зовании средств, снижающих уровень холестерина 
и атерогенных липопротеинов в крови, что дает 
эффект только на время приема лекарственных 
препаратов. В то же время не удается разработать 
надежные способы увеличения количества Л П В П , 
что значительно снизило бы риск клинических 
проявлений болезни. Это определяет новые подхо
ды к лечению атеросклероза с помощью клеточной 
и генной терапии. 

Главной в генной терапии является проблема 
векторов, т. е. доставки необходимого гена в нуж
ную клетку. До сегодняшнего дня эта проблема не 
решена и остается центральной во всех генотера-
певтических проектах. При использовании вирус
ных векторов для доставки генов возник ряд вопро
сов, связанных с их безопасностью для человека. В 
первую очередь это касается токсичности и имму-
ногенности подобных векторов, а также возможной 
активации ими онкогенов или инактивации генов-
супрессоров злокачественной трансформации в 
клетке-мишени. Получены сообщения о несколь
ких летальных случаях во время клинических ис
пытаний разных генотерапевтических протоколов, 
включающих использование вирусныых векторов, 
что привело к ограничению их применения. 

Одним из наиболее безопасных вирусов, ис
пользуемых в качестве векторов, считается адено-
ассоциированный вирус человека (ААВ) [10] — 
непатогенный одноцепочечный (ДНК) парвовирус, 
дефектный по репликации и не способный самосто
ятельно поддерживать инфекционный цикл [11] . 
Для прохождения этого цикла ААВ требуется коин-
фекция вирусом-помощником, обычно аденовиру
сом или вирусом герпеса. При отсутствии вируса-
помощника ААВ специфически интегрирует в хро
мосому 19ql3.3-qter (AABSI локус) человека и 
может оставаться в латентном состоянии неопреде
ленно долгое время [12, 13] . Ключевыми элемен
тами для интеграции ААВ в геном хозяина являют
ся инвертированные терминальные повторы — 
ITRs (145 п. н . ) . Доказано, что наличие этих 
палиндромных последовательностей является до
статочным для встраивания Д Н К вируса в геном 
хозяина [14] . Анализ гомологии последовательно
стей Д Н К грызунов показал, что в их геноме 
отсутствуют участки, гомологичные прединтегра-
ционному AABS1 сайту генома человека, и встраи
вание Д Н К ААВ не является сайт-специфическим 
[15] . Аденоассоциированный вирус способен инфи
цировать клетки широкого круга хозяев; заражение 

им не требует пролиферации клеток и ААВ-векто-
ры имеют тенденцию к персистированию в транс-
фицированных клетках в течение длительного вре
мени без каких-либо неблагоприятных последствий 
для них. Эти уникальные свойства ААВ позволили 
использовать его для создания векторов экспрессии 
при разработке технологий генной терапии. 

На основе ААВ созданы своеобразные молеку
лярные заготовки — транскрипционные кассеты, 
удобные для дальнейшего конструирования по кон
кретному заданию. Особенно удачным оказалось 
введение в такую кассету репортерного гена флуо
ресцирующего белка медузы (gfp), благодаря чему 
появилась возможность под люминесцентным мик
роскопом регистрировать живые трансформирован
ные клетки, в которых функционирует рекомби-
нантная Д Н К [16—18] . Именно такую заготовку 
мы избрали как основу для конструирования плаз -
мидного вектора экспрессии гена аполипопротеина 
А1 человека. В работе представлены результаты 
невирусного переноса полноразмерного гена ароАІ 
человека и исследования его экспрессии в клетках 
млекопитающих in vitro и in vivo. 

Материалы и методы. Плазмида pEGFP-Cl 
получена из фирмы «ClonTech» (США); плазмида 
pTR-UF— от С. Золотухина (Gene Therapy Center 
Vector Core Lab, С Ш А ) . Плазмидную Д Н К выделя
ли методом щелочного лизиса с депротеинизацией 
фенолом и хлороформом [19] . 

Все плазмидные Д Н К , содержащие инвертиро
ванные терминальные повторы аденоассоциирован-
ного вируса, выделяли из клеток Escherichia coli 
штамма Sure2 («Stratagene», С Ш А ) . 

Суммарную Д Н К из печени крыс получали, 
используя стандартные методы, и анализировали 
методом электрофореза в 0,5 % - м агарозном геле. 

Для экспериментов in vitro использовали клет
ки линии С Н О - К 1 , полученные из российской 
коллекции клеточных культур (Санкт-Петербург) . 
Клетки выращивали на питательной среде F10 
(«Sigma», С Ш А ) , содержащей 10 % - ю эмбриональ
ную телячью сыворотку («Геном», Украина) . В 
среду д о б а в л я л и 100 Е Д / м л п е н и ц и л л и н а и 
100 м г / м л стрептомицина («Київмедпрепарат», Ук
раина) . Клетки культивировали при температуре 
37 °С в атмосфере, содержащей 5 % С 0 2 . 

Эксперименты in vivo проводили на самцах 
крыс линии Вистар массой 150—200 г. Все манипу
ляции с животными осуществляли с использовани
ем седативных и анестезирующих препаратов в 
соответствии с ветеринарным законодательством. 
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На один показатель в эксперименте использовали 
образцы от трех животных. 

Для выделения Л П В П в 4 мл плазмы крови 
растворяли 2,2 моль NaBr (плотность полученного 
раствора d = 1,32 г /мл) и вносили в центрифужную 
нитроцеллюлозную пробирку. Сверху наслаивали 
4,5 мл раствора NaBr плотностью ^ = 1 , 3 0 г / м л , 
затем — 6 мл дистиллированной воды. Пробирки 
центрифугировали на ультрацентрифуге L5-55 
фирмы «Весктап» (США) в роторе SW27.1 при 
26000 об /мин в течение 20 ч (17 °С). После 
завершения центрифугирования снимали фракции 
ЛПВП. Визуализацию проводили с помощью мик
роденситометра. 

В полученных фракциях определяли содержа
ние белка по методу Лоури. После диализа во 
фракциях определяли АроАІ человека с помощью 
иммуноферментного метода ELISA. Для калибров
ки использовали стандартную сыворотку с содер
жанием АроАІ человека 120—135 мг /дл . Исследу
емые пробы Л П В П крыс титровали в бикарбонат-
ном буфере, начиная с разведения 1:100, и по 100 
мкл каждого разведения вносили в лунки полисти
роловых планшетов («Nunc», Дания) . После 2 ч 
инкубации при 37 °С планшеты трижды отмывали 
в фосфатно-солевом буфере, рН 7,4, содержащем 
0,05 % - й твин-20 ( Ф С Б Т ) . Свободные места сорб
ции блокировали 10 % - й сывороткой крупного ро
гатого скота (КРС) и добавляли по 100 мкл специ
фических антител кроля в разведении 1:300. План
шеты инкубировали в течение 1 ч при 37 °С и 
трижды отмывали Ф С Б Т . Связавшиеся антитела к 
АроАІ насыщали антителами козла против IgG 
кролика, меченными пероксидазой хрена, которые 
добавляли в количестве 100 мкл в каждую лунку 
(разведение 1:20000). Планшеты инкубировали в 
течение 1 ч при 37 °С и пять раз отмывали Ф С Б Т . 
В лунки вносили 100 мкл субстрата — о-фенилен-
диамина в концентрации 4 0 м г в І О О м л в О Д М 
фосфатно-цитратном буфере, рН 5,0, содержащем 
0,006 % Н 2 0 2 . Через 15 мин ферментативную 
реакцию останавливали добавлением 100 мкл 1 н. 
H 2 S 0 4 и измеряли экстинкцию при длине волны 
492 нм на многоканальном фотометре. Негативным 
контролем служило значение оптической плотно
сти в лунках, содержащих вместо антигена 100 мкл 
Ф С Б . 

Препарат Д Н К для инъекций готовили в сте
рильных условиях. Количество Д Н К в трансфекци-
онном препарате варьировало от 40 до 150 мкг на 
одно животное. Контрольным животным вводили 

аналогичную плазмидную конструкцию без ароАІ 
гена. 

Животных умерщвляли в соответствии с обще-» 
принятыми правилами с использованием анестези
рующих средств. 

Иммуноблотинг проводили по стандартной ме
тодике [20] . 

В работе использованы реактивы фирм «Sigma» 
(США), «Aldrich» (США), «Pharmacia» (Швеция) и 
реактивы отечественного производства квалифика
ции о с ч. и х. ч., ферменты для геноинженерных 
работ производства фирмы «Fermentas» (Литва). 

Результаты и обсуждение . Конструирование 
плазмидного вектора для экспрессии полноразмер
ного гена ароАІ человека в клетках млекопитаю
щих. Ген ароАІ человека получен как Pstl-PstI 
фрагмент геномной Д Н К человека скринингом ге
номной библиотеки, сконструированной на основе 
вектора Я Харон 4А [21 ], и клонирован в плазмиде 
рА401. Фрагмент плазмиды рА401 длиной 2200 п. 
н., содержащий полноразмерный ген ароАІ челове
ка , мы соединили с сильным нетканеспецифичным 
промотором раннего гена цитомегаловируса чело
века и сайтом полиаденилирования гена гормона 
роста быка в плазмиде pTR-UF, из которой был 
удален блок генов gfplO-neoR ( р и с 1, см. вклейку) . 
В полученной конструкции pTR-apo ген ароАІ 
человека имеет все необходимые 5 7 3 ' - к о н ц е в ы е 
регуляторные элементы и расположен между ITR-
последовательностями ААВ. 

Трансфекция клеток СНО-К1 плазмидной 
ДНК в комплексе с полиэтиленимином (ПЭИ) . 
Для доставки плазмидных векторов с репортерны-
ми и целевыми генами в клетки млекопитающих 
мы применили химический метод, используя син
тетический полимер П Э И . 

Известно, что полимерные молекулы, несущие 
избыточный катионный заряд, могут существенно 
повышать эффективность трансфекции [22] . Для 
приготовления комплекса Д Н К / П Э И был взят раз
ветвленный П Э И размером 25 к Д а «Aldrich». Пре
парат Д Н К / П Э И для трансфекции in vitro или для 
инъекций в печень подопытных животных готовили 
в весовом эквиваленте 1:4 следующим образом: 
Д Н К и П Э И растворяли в равных объемах 0,15 М 
NaCl и раствор П Э И по каплям добавляли к 
раствору Д Н К . Образование комплексов Д Н К с 
П Э И определяли по задержке миграции Д Н К в 
0,8 % - м агарозном геле при электрофорезе (метод 
гель-ретардации). Комплексы Д Н К / П Э И образу
ются в результате электростатического взаимодей-
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С НО К1 Фибробласты 

Рис. 3. Содержание белка АроАІ человека в культуральной 
среде после трансфекции клеток линии СНО-К1 и эмбриональ
ных фибробластов мыши pTR-apo 

ствия поликатиона П Э И и полианиона Д Н К , что 
приводит к уменьшению негативного заряда Д Н К 
и, таким образом, к снижению скорости миграции 
Д Н К в геле при электрофорезе (задержка в геле) . 
По данным литературы, ПЭИ полностью нейтрали
зует Д Н К (что не дает ей возможности мигриро
вать в геле) при соотношении аминных групп П Э И 
к фосфатным остаткам Д Н К ( N / P ) больше двух 
[23] . Эффективность системы введения Д Н К с 
использованием П Э И оценивали, проводя монито
ринг экспрессии репортерного гена флуоресцирую
щего белка E G F P (в ген gfp введены мутации, 
усиливающие («enhanced») флуоресценцию) [24— 
2 6 ] . Полученные результаты свидетельствуют о 
том, что 5 0 — 7 0 % клеток в культуре трансфициру-
ются таким способом ( р и с 2, см. вклейку) . 

Перенос гена ароАІ человека в клетки млеко
питающих in vitro и in vivo. Д л я проведения 
иммуноферментного тестирования продукта экс
прессии гена ароАІ человека, введеного в клетки in 
vitro и in vivo, мы получили поликлональные анти
тела кроля к этому белку. Д л я иммунизации кро-
лей белок АроАІ человека выделяли элюцией из 
геля после электрофореза в полиакриламидном ге
ле (ПААГ) фракции Л П В П человека. Електрофо
рез проводили в 12 % - м ПААГ, не содержащем 
SDS. Препарат Л П В П человека, предварительно 
диализированный, с глицерином, красителем и SDS 
наносили на гель . Полосу , с о о т в е т с т в у ю щ у ю 
28 кДа, вырезали и гомогенизировали в физиоло
гическом растворе. Концентрацию белка определя
ли по методу Бредфорда [20 ]. 

Для получения антисыворотки кролям подкож-

1 2 3 4 
Сутки после трансфекции 

Рис. 4. Динамика синтеза АроА-1 человека клетками линии 
СНО-К1 после трансфекции pTR-apo 

но вводили раствор АроАІ человека (1—2 мг) в 
5—6 мест спины вдоль хребта 3 раза с интервалами 
в 7 сут. Через 7—10 дней после последнего введе
ния белка отбирали кровь из ушной вены, получа
ли сыворотку и в ней определяли титр специфиче
ских антител методом непрямого иммунофермент
ного а н а л и з а ( И Ф А ) , где антигеном служила 
сыворотка крови человека, вторичными антитела
ми — мышиные антитела к гамма-глобулинам кро
ля , меченные пероксидазой хрена. При высоком 
титре антител в сыворотке крови кроля из нее 
получали глобулиновую фракцию 2—3-кратным 
осаждением 33 % - м раствором ( N H 4 ) 2 S 0 4 . После 
диализа против 0,01 М фосфатного буфера, рН 7,4, 
гамма-глобулины очищали на ионообменной ко
лонке с ДЭАЭ-сефацелем («Рпагтасіа») в том же 
буфере. Очищенные антитела концентрировали вы
сокомолекулярным полиэтиленгликолем до 2— 
4 м г / м л и хранили при температуре 20 °С в 
50 % - м глицерине. Полученные поликлональные 
антитела использовали в иммуноферментном тес
тировании продукта экспрессии гена ароАІ челове
ка, доставленного в клетки млекопитающих in vitro 
и in vivo с помощью поликатионного трансфекци-
онного реагента П Э И . 

Проведенные исследования показали, что вве
дение плазмиды pTR-apo как в клетки С Н О - К 1 , 
так и в клетки первичной культуры эмбриональ
ных фибробластов мыши приводит к появлению в 
культу ральной среде белка АроАІ человека, опре
деляемого с помощью ИФА (рис. 3 ) . 

Синтезированный АроАІ секретируется в куль-
туральной среде благодаря наличию в своем соста-
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Рис. 5. Кривые титрования плазмы крови человека, содержащей 
160,8 мг/дл белка ApoAl (7), и ЛПВП крови контрольных крыс 
(2) при определении уровня неспецифического связывания кро
личьих антител к АроА-1 человека с компонентами плазмы 
крови крысы. Исходно плазму крови человека разводили в 
10000 раз 
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Рис. 6. Снижение уровня неспецифического связывания поли-
клональных антител кроля к ApoAl человека с фракцией ЛПВП 
крови крыс с помощью предварительного истощения их фрак
цией ЛПВП крови интактных крыс: кривые титрования ЛПВП 
крови контрольных крыс с использованием поликлональных 
антител кроля к ApoAl человека до (7) и после (2) истощения 

ве сигнального пептида. Иммуноферментный ана
лиз показал, что апопротеин А1 человека появля
ется в среде на 4-е сут после трансфекции. Коли
чество обнаруженного белка АроА-1 человека со
ставляет 10,63 н г / м л на 4-е сут и 12,06 н г / м л — 
на 6-е. Векторная конструкция не содержит после
довательностей, обеспечивающих ее репликацию в 
эукариотической клетке , поэтому наблюдалась 

НЕВИРУСНАЯ ДОСТАВКА ГЕНА апоАІ ЧЕЛОВЕКА В КЛЕТКИ 
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Рис. 7. Содержание ApoAl человека в плазме крови крыс после 
инъекции ДНК pTR-apo. Концентрацию определяли методом 
ELISA во фракции ЛПВП крыс и пересчитывали на содержание 
данного белка в плазме крови. Нулевая точка — фракция ЛПВП 
крови крыс, взятая до введения плазмидной ДНК 

именно транзиторная экспрессия гена ароЛІ, уро
вень которой уже на 8-е сут приближался к нулю 
(рис. 4 ) . 

Функциональную активность вектора экспрес
сии гена apoAl человека исследовали в экспери
ментах in vivo. Д л я количественного определения 
ApoAl человека в крови крыс после инъекции 
п л а з м и д н о й Д Н К и с п о л ь з о в а л и твердофазный 
ИФА. Была проведена оптимизация метода, вклю-
чащая идентификацию полученных поликлональ
ных антител, выбор рабочих режимов, компонен
тов и конъюгатов, а т а к ж е определение влияния 
предварительного делипидирования плазмы крови 
разными способами (данные не представлены) для 
более специфического выявления ApoAl человека. 
При постановке ELISA с плазмой крови крыс мы 
столкнулись с проблемой высокого уровня неспеци
фического связывания поликлональных антител 
кроля к ApoAl человека с компонентами плазмы 
крови крыс, в которой отсутствует ApoAl человека, 
но есть собственные Аро-белки (рис. 5 ) . Явление 
мультиспецифичности описано в литературе [27] . 
Для снижения уровня неспецифического связыва
ния фракционировали плазму крови крыс и опре
деляли ApoAl во фракции Л П В П , а также исполь
зовали метод истощения поликлональных антител. 
Метод заключается в обработке антител плазмой 
или Л П В П крови интактных крыс. Эти приемы 
позволили значительно снизить неспецифичность 
связывания (рис 6) . 
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Рис. 8. Нативный гель-електрофорез ЛПВП (а) и иммунобло-
тинг АроАІ человека (б): К — ЛПВП человека (позитивный 
контроль); 1 — ЛПВП крыс через 6 сут после введения pTR-
аро\ 2 — ЛПВП крыс через 15 сут после введения pTR-apo; 3 — 
ЛПВП интактных крыс (негативный контроль) 
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Рис. 9. Электрофореграмма продуктов ПЦР-анализа суммарной 
ДНК печени крыс: / — маркер молекулярной массы ДНК; 
2—5 —ДНК печени опытных животных через 15 сут после 
введения плазмидной ДНК; 6 — ДНК печени контрольных жи
вотных; 7 — ДНК интактной крысы + плазмидная ДНК (пози
тивный контроль) 

Иммуноферментное определение АроАІ чело
века, синтезированного в печени эксперименталь
ных животных после инъекции плазмидной Д Н К с 
геном ароАІ человека, проводили с использовани
ем истощенных антител (рис. 7 ) . Уровень АроАІ 
человека в Л П В П крыс через 2 недели после 
инъекции препарата Д Н К составил 240 м к г / д л . 

Результаты, полученные методом ELISA, под

тверждены иммуноблотингом Л П В П крови ОПЫТ

НЫХ и контрольных животных (рис 8 ) . 
Анализ введенных нуклеотидных последова

тельностей в составе суммарной Д Н К печени экс
периментальных животных проводили с помощью 
П Ц Р . Последовательность праймеров выбирали та
ким образом, чтобы избежать перекрестного ответа 
со стороны «хозяйской» Д Н К подопытных живо
тных. Далее анализировали последовательности ге
нов ароАІ человека, крысы, мыши, кролика и 
китайского хомячка. Обнаружены консервативные 
и вариабельные участки для этой группы последо
вательностей. Участки последовательностей Д Н К , 
наиболее отличающиеся у названных животных, 
анализировали для выявления возможности подбо
ра пары праймеров с наиболее близкими характе
ристиками. Была выбрана пара таких праймеров 
(Ap-f и Ар-г): 

прямой праймер Ap-f — 5 ' -TGAAAGCTGCG-
G T G C T G A C C T T G G ; 

обратный праймер Ap-r — 5 - A T C T C C T C C T G -
C C A C T T C T T C T G G . 

С помощью рассчитанных праймеров показано, 
что при введении гена ароАІ в составе плазмидного 
вектора pTR-apo инъекцией в печень, ген сохраня
ется в клетках печени не менее 15 сут, о чем 
свидетельствует расчетная полоса в геле длиной 
1180 н. п. (рис. 9 ) . 

Результаты, полученные с помощью П Ц Р , 
подтверждены гибридизационным анализом сум
марных Д Н К , выделенных из печени опытных 
животных после окончания экспериментов разной 
продолжительности (данные не представлены). 

В предыдущих работах нами доказана принци
пиальная возможность переноса гена ароАІ челове
ка под регуляцией собственного промотора в соста
ве плазмидной конструкции в печень крыс и кро
ликов [28 ]. Представленный в работе вектор 
позволяет получить не только более высокий уро
вень синтеза АроАІ, но и пролонгировать экспрес
сию введенного гена. 

Учитывая тот факт , что перенос гена ароАІ в 
организм млекопитающих с атеросклеротическими 
поражениями кровяных сосудов приводит к регрес
сии этих поражений, изучение безопасных неви
русных способов доставки гена антиатерогенного 
АроАІ в клетки млекопитающих in vivo может быть 
основой для разработки подходов к генной терапии 
сердечно-сосудистых заболеваний. 
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О. К Toporova, S. N. Novikova, L. I. Lihacheva, О. M. Suhorada, 
Т. A. Ruban, /. A. Kozel, D. M. Irodov, V. A. Kordium 

Non-viral gene delivery of human apoAl into mammalian cells in 
vitro and in vivo 

Summary 

Some approaches to the gene therapy of atherosclerosis by non-viral 
transfer of human apoAl gene, encoding the main protein com
ponent of antiatherogenic lipoproteins, into liver cells are being 
studied. The plasmid vector for the expression of the human 
genomic apoAl gene in mammalian cells has been constructed. The 
construction contains bacterial plasmid sequences for its replication 
in Escherihia coli and expression cassette for human apoAJ gene 
flanked by inverted terminal repeats of human adeno-associated 
virus. The cationic polymer polyethylenimine of 25 kD (PE1) has 
been used for gene delivery. It has been shown, that 50—70 % of 
cells express transgene after PEI-mediated in vitro transfection with 
analogical vector containing reporter green fluorescence protein 
gene. The experiments on animals have demonstrated, that the 
human protein ApoAl is being tested in animal plasma during 15 
days after apoAl gene injection in the liver. PCR-analysis of total 
liver DNA of experimental animal has shown the presence of 
expected fragment of apoAl gene in rat liver in 15 days after the 
gene delivery. 

O. К Топорова, С. M. Новікова, Л. І. Лихачева, 
О. М. Сухорада, Т. А. Рубан, Ю. М. Козел, Д. М. Іродов, 
В. А. Кордюм 

Невірусна доставка гена apoAl людини в клітини ссавців in vitro 
та in vivo 

Резюме 

Досліджували підходи до генної терапії атеросклерозу невірус-
ного переносу гена аполіпопротеїну А1 (apoAl) — основного 
білкового компонента антиатерогенних ліпопротеїнів — у 
клітини печінки. Сконструйовано плазмідний вектор для екс
пресії повнорозмірного гена apoAl людини в клітини ссавців. 
Конструкція містить послідовності бактеріальної плазміди, 
які дозволяють їй реплікуватися в клітинах Escherihia coli, і 
касету для експресії гена apoAl, фланковану інвертованими 
термінальними повторами аденоасоційованого вірусу людини. 
Для доставки векторної ДЯК використано синтетичний полі
мер поліетиленімін 25 кДа (ПЕІ). Показано, що в результаті 
ПЕІ-опосередкованої трансфекції клітин у культурі анало
гічним вектором, який містить репортерний ген зеленого 
флуоресцентного білка, 50—70 % клітин експресують введе
ний ген. На експериментальних тваринах, яким вводили кон
струкцію с геном apoAl людини прямою ин'єкцією в печінку, 
продемонстровано, що білок ApoAl людини тестується в 
плазмі крові протягом 15 діб після доставки гена. ПЛР-аналіз 
сумарної ДНК печінки піддослідних тварин показав наявність 
розрахованого фрагмента гена apoAl людини у щурів через 15 
днів після введення гена. 
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