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ПЕРЕНОС ΓΕНΑ ПРЕПРОИНСУЛИНА ЧЕЛОВЕКА 
КРЫСАМ С ИСКУССТВЕННО ВЫЗВАННЫМ ДИАБЕТОМ 

Крысам со стрептозотоциновым (СТЦ) диабетом инъецировали в печень включенную 
в липосомы плазмиду с геном препроинсулина человека (p/MNS). Введение pAINS 
вело к снижению гликемии и повышению концентрации иммунореактивного продукта 
в крови с максимальным эффектом через 6—8 ч после инъекции. Через 24 ч показа-
тели возвращались к исходным уровням. 

Введение. Технология рекомбинантных Д Н К достигла таких успехов, 
которые позволяют целенаправленно получать в достаточном количе-
стве функционально активные конструкции. Экспериментально показа-
но, что перенесенные гены могут экспрессироваться в гетерологичных 
клетках [1—3]. Манипулирование генами позволило исследователям 
поставить вопрос о возможности лечения наследственных болезней с 
помощью трансплантации. Был разработан и ряд подходов к осуществ-
лению коррекции некоторых заболеваний: трансформация извлеченных 
из организма клеток костного мозга или фибробластов необходимым 
геном с последующей реимплантацией тем же животным [4, 5], а так-
ж е введение защищенных генов непосредственно в организм [6]. О ге-
нотерапии высказываются разные мнения, но интерес к ней по-прежне-
му не ослабевает [7, 8]. Д л я оценки эффективности и побочных дейст-
вий такой терапии требуется широкая апробация последней на модель-
ных животных. В настоящей работе представлены предварительные ре-
зультаты по трансплантации гена препроинсулина человека крысам с 
искусственно вызванным диабетом. 

Материалы и методы. Плазмида pAINS получена путем введения SalGI-EcoRI-
фрагмепта 9, содержащего ген препроинсулина человека, в сайт SalGI плазм иды 
pALl (pUC 18, в которой по BamHI-сайту встроен Л/и-фрагмент геномной Д Н К чело-
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яека длиной 270 пар нуклеотидов (п. н.)) (рис. 1). Липосомы готовили из смеси ли-
пидов — лецитин : холестерин : дицетилфосфат ( 7 : 2 : 0,5) методом упаривания диэти-
лового эфира после кратковременного озвучивания водно-эфирной смеси на УЗ-дезин-
теграторе M S E . Заключение рекомбинантной Д Н К в липосомы осуществляли методом 
кальциевого плавления, достигая 7—10 % включения Д Н К в фосфолипидные везикулы. 
Целостность реэкстрагиро-
ванной из липосом Д Н К E o o R I B c m H I B c m H I S a i G I E c o R I 

ι , ν і і I і Экзон 1 Экзон 2 1 
(по данным электрофореза) * * 1 

и ее биологическая актив-
ность (по данным трансфор-
мации Escherichia coli) не 
изменялись. 

У самцов крыс Wis l a r ве-
сом 160—200 г вызывали 
состояние инсулин-зависи-
мого диабета путем внутри-
брюшипного введения СТЦ 

в дозе 60 мг /кг живой мас-
сы. В опыт брали крыс на 

Рис. 1. Схема плазмиды 
ρ AINS 
Fig. 1. Scheme of pAINS 
plasmid 

12—14-й день после одноразового введения СТЦ, когда прекращалась потеря жи-
вой массы и устанавливалась постоянная гипергликемия. Условия содержания 
и кормления крыс были стандартными [10]. Перед введением pAINS с целью 
выявления инсулин-зависимого состояния всем крысам с диабетом были про-
ведены однократные подкожные инъекции препаратов инсулина (обычного говяжьего 
с максимальным эффектом через 3 ч после введения или цинк-инсулин-суспензии 
(ИЦС) с максимальным эффектом через 9—10 ч после введения в дозах 2 и З Е Д 
на 100 г соответственно). Взвесь липосом в физиологическом растворе (75 мкг Д Н К па 
особь, 0,2 мл) инъецировали непосредственно в правую боковую долю печени после 
вскрытия брюшной полости под эфирным наркозом (1-я группа, 26 животных) . Конт-
рольным животным инъецировали по 0,2 мл физиологического раствора при тех ж е 
условиях (2-я группа, б животных) . Еще одной контрольной группой служили интакт-
лые животные со СТЦ-диабетом (3-я группа, 10 животных) . 

Содержание глюкозы крови определяли глюкозооксидазным микрометодом иа при-
боре «Глюкофот»; иммунореактивный инсулин ( И Р И ) и С-пептид — радиоиммунным 
методом, используя набор рио-ИНС-ПГ- ! 2 5 1 для определения инсулина человека про-
изводства Ип-та биоорг. химии АН БССР. 

Данные обработаны методом регрессионного и корреляционного анализов. 

Результаты и обсуждение. Эффективность вводимой pAINS оцепи-
вали по динамике гликемии и уровню инсулина в сыворотке крови од-
них и тех же крыс через 6, 8, 10, 24 ч после инъекции. Регрессионный 
анализ выявил значительное снижение глюкозы в крови крыс 1-й груп-
пы на б—8-м ч после операции с последующим повышением ее до ис-
ходного уровня через 24 ч при сравнении с показателями интактных 
животных 3-й группы (Р<С0,01). Хотя между собой 2-я и 3-я контроль-
ные группы не отличались, различия по уровням гликемии в 1-й и 2-й 
группах были недостоверны, что, возможно, связано с недостаточной 
выборкой 2-й группы животных (рис. 2). 

Из сопоставления результатов введения pAINS и препаратов ин-
сулина (таблица) видно, что максимальное снижение глюкозы крови 
у животных 1-й группы па 6—8-м ч совпадало с максимальным эффек-
том препаратов инсулина: в случае И Ц С — через 10 ч, обычного — че-
рез 3 ч (г = 0,85, Р < 0 , 0 1 ) . Определение иммунореактивного продукта 
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в сыворотке крови в тех же временных точках выявило повышение кон-
центрации И Р И с достижением максимума через 6—8 ч, т. е. в период 
максимального снижения глюкозы с последующим возвращением к ис-
ходным показателям через 10 ч после инъекции pAINS. С-пептид в 
сыворотке ЭТИХ же ж и в о т н ы х обнаружен н е был. Однако статистиче-

Рпс. 2. Динамика гликемии у крыс: 1— интактные животные со СТЦ-диабетом; 2, 3— 
после введения pAINS и физиологического раствора соответственно. В скобках — кон-
центрация инсулина в сыворотке крови ( м к Е / м л ) , определенная через 0, 6, 10 и 24 ч 
Gig. 2. Dynamics of g lycemia in ra t s : 1 — in tacs amina l s with s t reptozotocin diabetes ; 
2, 3— af te r in ject ion of pAINS and physiological solution, respectively. In brackets — 
insul in concent ra t ion in blood serum ( μ Ε / m l ) determined a f t e r 0, 6, 10 and 24 h 

скую обработку в данном случае провести было нельзя из-за очень ма-
лочисленной выборки (по 1—2 животных на временную точку). Следу-
ет указать на широкую вариабельность уровней гликемии у крыс со 
СТЦ-диабетом (от 25,4 до 8,2 ммоль/дм 3 ) , а также на неоднозначную 

Гликемия у крыс с СТЦ-диабетом после введения им 
различных препаратов инсулина и pAINS 
Glycemea after injection of insulin preparations and pAINS 
into streptozotocin diabetic rats 

Концентрация глюкозы, ммоль/дм3 

Исходная 10 ч после 
введения ИЦС 

3 ч после 
обычного ин-

сулина 

6 ч после 
введения 

pAINS 

Коэффициент 
корреляции, г 

14,6 10,1 4,1 
11,4 9,9 — 5,9 
12,1 9,6 — 6,7 
15,4 9,8 — 5,0 
14,2 11,2 — 9,7 
17,4 — 14,8 14,0 
18,2 — 10,7 17,7 
16,2 — 12,6 17,3 
25,2 — 14,2 12,1 
16,1 — 3,9 7,0 
8,2 — 1,3 2,9 
9,0 — 4,4 Ь,4 

реакцию на вводимый инсулин (падение гликемии в 1,5—4 раза у од-
них и сохранение прежнего уровня у других животных). 

Снижение гликемии и повышение концентрации иммунореактивно-
го продукта можно объяснить прежде всего транзиторной экспрессией 
привнесенного гена, причем с осуществлением полноценного процессин-
га препроинсулина в клетках печени, так как известно, что метаболи-
ческая активность проинсулина невелика (около 5 % инсулина) [11], 
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а С-пептид в сыворотке опытной группы животных не выявлен. Можно 
предположить и другой механизм коррелятивного изменения гликемии 
и И Р И , если принять во внимание данные литературы о роли липидов 
клеточных мембран в механизмах клеточной активации. Показано, что, 
изменяя содержание холестерина, можно изменить жидкостность кле-
точной мембраны и функцию клеток в результате варьирования сум-
марного липидного состава холестерин : фосфолипиды, которое должно 
находиться в определенных пределах [12]. С такой перестройкой кле-
точной мембраны связана активация некоторых мембранных и внутри-
клеточных ферментов: фосфодиэстеразы, фосфатаз, аденилатциклазы 
и др. С другой стороны, показано, что одним из механизмов действия 
инсулина является перераспределение и конформационное изменение 
мембранных компонентов клетки, что ведет, в частности, к активации 
кодирующего гена переносчика глюкозы. Примечательно, что синтез 
м Р Н К этого гена переносчика глюкозы после стимула увеличивался 
через 3 ч и поддерживался на максимальном уровне до 12 ч, падая за-
тем до исходного [13]. На основании вышеизложенного можно пред-
положить, что адсорбированные липосомы, используемые в качестве 
переносчика рекомбинантной Д Н К , могли изменить соотношение типов 
липидов, изменяя липидную структуру клеточных мембран гепатоци-
тов, что в свою очередь привело к активации мембранных компонентов, 
имитирующих действие инсулина с последующей активацией гена пере-
носчика глюкозы — начального этапа процесса утилизации глюкозы. 
Такой механизм, вероятно, мог привести к сходным результатам в ра-
боте [6] у здоровых крыс после внутривенного введения им заключен-
ных в липосомы рекомбинантных Д Н К с 1-м крысиным геном препро-
инсулина. 

Таким образом, введение pAINS в составе липосом в печень крыс 
со стрептозотоциновым сахарнььм диабетом приводит к однопиковому 
падению концентрации глюкозы крови с максимумом через 8 ч и воз-
вращению через сутки к исходному уровню гликемии. Эффекты от вве-
дения в печень pAINS (через 6—8 ч) и от подкожного введения го-
вяжьего обычного инсулина (через 3 ч) совпадали. Однако пока ос-
тается неясным, какова судьба введенной в печень рекомбинантной 
Д Н К и роль липосом в наблюдаемом после операции гипогликемиче-
ском эффекте. Последующие этапы нашей работы будут направлены, 
в частности, па выяснение этих вопросов. 
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S u m m a r y 

Recombinans plasmid encapsula ted in l iposomes con ta in ing DNA sequences of h u m a n 
preproinsul in gene (pAINS) w a s injected into the liver of s t reptozotocin diabetic r a t s . 
The ijection of pAINS decreased glvcemia level and increased immunoreac t ive blood 
product concent ra t ion . Maximal effect w a s detected 6—8 h a f t e r inject ion, and insul in 
concent ra t ion re turned to their initial levels a f te r inject ion. 
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