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ПОДДЕРЖАНИЕ ПЛАЗМИДНОЙ ЭКСПРЕССИИ in vivo
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Генная терапия с использованием плазмидных векторов ‒ безопасная и относительно недорогая те-
рапевтическая стратегия, однако быстрое подавление экспрессии трансгена в тканях значительно
снижает ее эффективность. Ранее мы создали плазмидный вектор pMBR2 с низким содержанием
CpG-мотивов, поддерживающий длительную экспрессию трансгенов в мезенхимальных стволовых
клетках in vitro. В данной работе проанализирована долговременная экспрессия секретируемой ще-
лочной фосфатазы мыши (mSEAPwt) и ее варианта, лишенного CpG-динуклеотидов (mSEAP0), в
мышцах задних конечностей и печени мышей. Анализ экспрессии проводили путем измерения
уровня mSEAP в крови в течение 1 года. Введение конструкции pMBR2-mSEAP0 привело к повы-
шению уровня mSEAP в мышцах конечностей более чем в 2.5 раза в течение первых 2 мес., причем
превышение исходного уровня сохранялось до конца эксперимента. Контрольная конструкция
pCDNA3.1-mSEAP0 обеспечивала существенно более низкий уровень экспрессии. Уровень
mSEAP, экспрессируемой конструкцией pMBR2-mSEAPwt, снизился приблизительно до 40% через
6 мес. и после этого оставался примерно постоянным. В печени мышей уровень экспрессии транс-
гена конструкцией pMBR2-mSEAP0 уменьшился примерно в 2 раза за первые 18 недель, после чего
продолжал медленно снижаться ‒ до 17% к концу эксперимента. В случае pMBR2-mSEAPwt уро-
вень экспрессии трансгена в печени снизился до 18% и далее оставался на уровне примерно 10%. В
конструкции pCDNA3.1-mSEAP0 экспрессия трансгена через 2 недели резко упала до 5% и остава-
лась близкой к нулю в течение эксперимента. Таким образом, для длительной экспрессии трансге-
нов плазмидными векторами в печени содержание CpG как в векторе, так и в трансгене должно
быть существенно снижено, тогда как для продолжительной экспрессии в скелетных мышцах до-
статочно минимизации содержания CpG-мотивов в векторе. Наши данные также свидетельствуют
о том, что локализация S/MAR-элементов внутри транскрипционной единицы, в отличие от лока-
лизации вне ее, приводит к значительному снижению уровня секретируемых, но не цитоплазмати-
ческих белков.
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ВВЕДЕНИЕ

Считается, что вирусные векторы пригодны
для экспрессии терапевтических генов в клетках
и органах, однако за последнее время обнаружи-
вается все больше фактов, свидетельствующих о
проблемах их использования в генной терапии.
Так, на этапе трансдукции вирусные частицы не-
редко способны вызывать сильный иммунный
ответ [1], особенно при повторном применении.
Иммунный ответ может угрожать жизни пациен-
та, а позднее с высокой вероятностью приводить

к элиминации клеток, несущих трансген [2]. При
интеграции вектора в геном хозяина гены, обла-
дающие критически важными функциями, на-
пример онкосупрессоры, могут быть повреждены
или деактивированы [3, 4]. Недавно обнаружили
нейротоксичность высоких доз аденоассоцииро-
ванных вирусов [5]. Очевидно, что требования к
безопасности выше при терапии врожденных ге-
нетических дефектов у новорожденных и детей.
Кроме того, использование вирусных векторов
накладывает ограничения на размер трансгена.
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И, наконец, производство таких векторов техно-
логически сложно и дорого.

Плазмидные векторы лишены большинства из
этих недостатков. Они нетоксичны, не встраива-
ются в геном хозяина, не вызывают развития опас-
ного для жизни иммунного ответа, могут содержать
вставку значительного размера, а их производство
относительно дешево. Основными недостатками
этих векторов являются низкая эффективность до-
ставки и ограниченная длительность экспрессии.
Низкую эффективность доставки сейчас пытаются
преодолевать с помощью электропорации или гид-
родинамических методов. Однако плазмидные
векторы еще не оптимизированы в достаточной
степени, чтобы достичь значительной длительно-
сти экспрессии трансгена во многих органах-ми-
шенях.

Среди потенциальных органов-мишеней для
генной терапии важное место занимают печень и
скелетные мышцы. В печени синтезируются мно-
гие белки (например, фенилаланингидроксилаза,
альфа-1-антитрипсин, факторы свертывания кро-
ви), мутации в которых вызывают серьезные на-
следственные болезни. Кроме того, клетки подже-
лудочной железы плохо поддаются генетической
модификации, поэтому печень рассматривают как
перспективную цель для генной терапии сахарного
диабета [6]. Генетическая модификация клеток пе-
чени сыграла важную роль в определенном про-
грессе в генной терапии фенилкетонурии [7], ге-
мофилии [8] и альфа-1-антитрипсиновой недо-
статочности [9].

Генетическая модификация миоцитов может
использоваться для лечения миопатий у детей и
новорожденных [10], восстановления кровоснаб-
жения нижних конечностей у взрослых пациен-
тов при диабете [11]. Мышцы доступны для инъ-
екции, электропорации [12] или гидродинамиче-
ской доставки плазмид [13, 14]. Последние два
метода существенно повышают эффективность
доставки плазмид, что делает мышцы привлека-
тельной мишенью для экспрессии белков с си-
стемным терапевтическим эффектом, например,
эритропоэтина при анемии, вызванной почечной
недостаточностью [15]. Кроме того, гепатоциты и
миоциты ‒ это долгоживущие, медленно деля-
щиеся клетки, что способствует сохранению чис-
ла молекул плазмидных векторов, количество ко-
торых в интенсивно размножающихся клетках
быстро снижается в результате разведения.

Задача достижения длительной экспрессии
трансгена в мышцах животных уже в существен-
ной мере выполнена. Опубликованы результаты
исследований, согласно которым использование
стандартных плазмид позволяет обеспечить дол-
говременную экспрессию трансгена и коррекцию
фенотипа в экспериментах продолжительностью
от 4 до 12 мес. [15‒17]. Однако добиться долговре-

менной экспрессии трансгена в печени оказалось
гораздо труднее, решить эту задачу с помощью
стандартных плазмид не удалось [16, 18‒20]. Даже
при использовании специально сконструирован-
ных векторов (линейных кассет, миниколец, плаз-
мид со сниженным содержанием CpG и плазмид с
инсуляторами) уровень экспрессии трансгена па-
дал на порядок или более в течение первых недель
после доставки [7, 21‒27]. Однако в некоторых ра-
ботах установлено, что удаление CpG-мотивов,
добавление инсуляторов или S/MAR-элементов
может уменьшить сайленсинг трансгена in vivo
[23, 24, 27]. Ранее мы сконструировали плазмид-
ный вектор со S/MAR-элементами и низким со-
держанием CpG, который позволяет значительно
повысить длительность экспрессии трансгена в
мезенхимальных стволовых клетках (МСК) in vitro
[28]. В данной работе мы использовали этот век-
тор для экспрессии трансгена in vivo в скелетных
мышцах задних конечностей и в печени мышей.
Исследовано также влияние содержания CpG-
мотивов в векторе и трансгене на кинетику экс-
прессии трансгена.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Конструирование репортерных плазмид. Кон-
струирование векторов pMBR1 и pMBR2, и их ва-
риантов, экспрессирующих люциферазу светляч-
ка, описано нами ранее [28]. Для изучения влияния
конфигурации вектора на экспрессию люцифера-
зы мы вырезали открытую рамку считывания лю-
циферазы Lucia (“Invivogen”, США) из плазмиды
pSELECT-Lucia (“Invivogen”) и встроили ее в век-
торы pMBR1 и pMBR2 по сайтам NcoI и NheI.

В качестве репортерного трансгена в экспери-
ментах in vivo мы выбрали mSEAP, кодирующий
секретируемую щелочную фосфатазу мыши [29],
которая секретируется в кровоток, не вызывает
иммунного ответа и имеет низкий фон (т.е., низ-
кий эндогенный уровень экспрессии). Векторы
конструировали с использованием лишенной
CpG версии гена mSEAP (mSEAP0), а также гена
mSEAP дикого типа (mSEAPwt), содержащего
69 CpG-мотивов.

Фрагмент, соответствующий открытой рамке
считывания (ОРС) mSEAP0, был вырезан из
плазмиды pCpG-mSEAP (“Invivogen”) по сайтам
BsrGI и NheI и вставлен в вектор pMBR2 по тем
же сайтам. mSEAP0 для встраивания в вектор
pCDNA3.1 разрезали с помощью рестриктаз
Acc65I и XbaI.

Фрагмент, соответствующий ОРС mSEAPwt,
амплифицировали с помощью высокоточной
ДНК-полимеразы KAPA HiFi и праймеров
mSEAPwt-S1 (TCTACTTACATGTGGGGAGCCT-
GCTTGC) и mSEAPwt-A1 (ATATTTGCTAGCT-
CTAGCCCGGGCTCACTGCAC), содержащих
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сайты PscI и NheI соответственно. В качестве
матрицы использовали клон MGC (MGC 60698),
содержащий кДНК mSEAP. Амплифицирован-
ный фрагмент разрезали полностью по сайту PscI
и частично по NheI, очищали в геле и вставляли
в вектор pMBR2 по сайтам NcoI и NheI. Фраг-
мент, соответствующий ОРС mSEAP, вырезали
из полученной конструкции pMBR2-mSEAPwt
по сайтам BsrGI и NheI и встраивали в вектор
pCDNA3.1 по совместимым сайтам Acc65I и XbaI.

Всего для исследований in vivo были подго-
товлены четыре конструкции: pMBR2-mSEAP0
(13 CpG), pcDNA3.1-mSEAP0 (329 CpG), pM-
BR2-mSEAPwt (82 CpG), pcDNA3.1-mSEAPwt
(398 CpG).

Доставка плазмид in vivo. Протокол исследова-
ния утвержден этическим комитетом в области
исследований на животных НМИЦ онкологии
им. Н.Н. Блохина. Мышей содержали в условиях
12 ч/12 ч циклов темнота/свет и постоянного до-
ступа к воде и пище. Использовали самок мышей
C57BL/6 в возрасте 8‒10 недель на момент начала
эксперимента.

Плазмидные конструкции для доставки in vivo
выделяли с помощью Plasmid Mega Kit (“Qiagen”,
Германия). Плазмиды вводили посредством мно-
жественных инъекций в мышцы задних конеч-
ностей с последующей электропорацией при на-
пряженности поля 600 В/см и длительности им-
пульса 50 мс. Чтобы исключить из рассмотрения
разницу в иммунном ответе на репортерный бе-
лок или плазмидную ДНК как возможную при-
чину различий в кинетике экспрессии, выбирали
количества ДНК, которые давали схожие изна-
чальные уровни экспрессии mSEAP, а для ком-
пенсации различий в количестве ДНК добавляли
пустой вектор. Таким образом, для инъекций в
заднюю конечность одной мыши с последующей
электропорацией использовали 30 мкг pMBR2-
mSEAP0, 100 мкг pMBR2-mSEAPwt и 200 мкг
pCDNA3.1-mSEAP0. Общее количество кон-
струкций pMBR2-mSEAP0 и pMBR2-mSEAPwt
доводили до 200 мкг с помощью пустого вектора
pMBR2. В каждую конечность вводили равные
объемы плазмид. Уровень экспрессии плазмиды
pCDNA3.1-mSEAPwt не превышал заметно фо-
новые значения, поэтому в долговременных экс-
периментах in vivo эту конструкцию не использо-
вали.

Для доставки в печень одной мыши использо-
вали 15 мкг pMBR2-mSEAP0, 150 мкг pMBR2-
mSEAPwt и 300 мкг pCDNA3.1-mSEAP0. В случае
конструкций pMBR2-mSEAP0 и pMBR2-mSEAPwt
общую массу плазмид доводили до 300 мкг с по-
мощью пустого вектора pMBR2. Плазмидную
ДНК для ее гидродинамической доставки в пе-
чень растворяли в 2 мл физиологического раство-

ра, после чего 2 мл полученного раствора вводили
в хвостовую вену мыши в течение 15 с.

Измерение mSEAP. Кровь (20 мкл) забирали из
глазного синуса мыши, далее кровь инкубирова-
ли на льду в течение 15 мин и центрифугировали
в течение 5 мин при 1000 g. Полученную сыворот-
ку (10 мкл) использовали для измерения активно-
сти mSEAP с помощью системы Phospha-Light™
SEAP Reporter Gene Assay (“ThermoFisher Scien-
tific”, США) согласно инструкции производите-
ля. Сигнал измеряли с помощью люминометра
20/20n (“Turner BioSystems”, США).

Измерение активности люциферазы. Электро-
порацию МСК человека и измерение активности
несекретируемой люциферазы светлячка прово-
дили, как описано нами ранее [28]. Для измере-
ния активности секретируемой люциферазы
Lucia среду, используемую для культивирования
клеток, заменяли на аналогичную среду без сы-
воротки. Через 4 ч среду собирали и измеряли
активность люциферазы с помощью набора
QUANTI-LucTM (“Invivogen”).

Статистический анализ. Статистический ана-
лиз проводили с использованием смешанной ли-
нейной модели (процедура MIXED в SAS), значи-
мым считали p ≤ 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Выбор вектора для исследований in vivo

Для мониторинга экспрессии гена плазмид-
ными конструкциями in vivo в качестве репортер-
ного белка мы выбрали секретируемую щелоч-
ную фосфатазу мыши (mSEAP). Этот белок имеет
два важных преимущества перед прочими репор-
терными белками, обычно используемыми в ис-
следованиях экспрессии гена in vivo. Во-первых,
он не вызывает развития иммунного ответа у мы-
шей, при котором возможно уничтожение кле-
ток, экспрессирующих трансген; во-вторых, его
активность можно обнаружить в периферической
крови, что позволяет анализировать уровень экс-
прессии трансгена у одних и тех же мышей на
протяжении длительного периода времени.

Согласно [30, 31], размещение S/MAR-эле-
ментов внутри транскрипционной кассеты повы-
шает стабильность экспрессии трансгена и ее
поддержания в трансфицированных клетках в ви-
де эписомы, поэтому изначально мы создали два
типа векторов, а именно pMBR1 и pMBR2. В век-
торе pMBR1 S/MAR находится внутри тран-
скрипционной кассеты между стоп-кодоном и
сайтом полиаденилирования SV40 (SV40 polyA), а в
векторе pMBR2 ‒ снаружи, сразу после SV40 polyA.
На рис. 1 показаны карты плазмидных конструкций
на основе векторов pMBR1, pMBR2 и pCDNA3.1,
использованных в нашей работе.



490

МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ  том 54  № 3  2020

БРУТЕР и др.

Рис. 1. Карты плазмидных конструкций на основе векторов pMBR1, pMBR2 и pCDNA3.1, экспрессирующих цитоплазмати-
ческий белок – люциферазу светлячка (Luc0), и секретируемые белки – люциферазу Lucia и щелочную фосфатазу mSEAP.
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Рис. 2. Сравнение экспрессии трансгенов векторами pMBR1 и pMBR2. а ‒ Оба вектора с одинаковой эффективно-
стью экспрессируют люциферазу светлячка. б и в ‒ Вектор pMBR2 обеспечивает более эффективную экспрессию сек-
ретируемых белков ‒ люциферазы Lucia в МСК человека (б) и mSEAP в мышцах мышей (в), чем pMBR1. RLU – от-
носительные единицы люминесценции. На каждой диаграмме приведены данные, усредненные по трем повторам и
представленные в виде среднее ± стандартное отклонение. * p < 0.0001, ** p < 0.05.
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В первоначальных экспериментах анализ экс-

прессии несекретируемой люциферазы светлячка

in vitro в МСК не выявил различий между векто-

рами (рис. 2а). Однако в дополнительных экспе-

риментах in vitro было установлено, что уровень

экспрессии секретируемой люциферазы Lucia

конструкцией pMBR2-Lucia значительно выше по

сравнению с конструкцией pMBR1-Lucia (рис. 2б).

Сходные результаты получены и в пилотных экс-

периментах in vivo в мышцах с использованием

mSEAP в качестве репортерного белка. Вектор

pMBR2 обеспечивал значительно более высокий

уровень экспрессии mSEAP, чем pMBR1 (рис. 2в).

Таким образом, размещение S/MAR-элемента

внутри транскрипционной кассеты в векторе

pMBR1 привело к значительному сокращению

продукции двух секретируемых репортерных бел-

ков по сравнению с вектором pMBR2, но не по-

влияло на продукцию цитоплазматической лю-

циферазы светлячка.

Исходя из упомянутых первичных результатов,

получены конструкции на основе pMBR2 и кон-

трольного вектора pcDNA3.1, экспрессирующие

mSEAP. Мы планировали протестировать in vivo
четыре варианта плазмид ‒ pMBR2-mSEAP0,

pcDNA3.1-mSEAP0, pMBR2-mSEAPwt и pcDNA3.1-

mSEAPwt. Однако в случае конструкции

pcDNA3.1-mSEAPwt даже начальные люминес-

центные сигналы были очень слабыми и не пре-

вышали фонового уровня у контрольных мышей,

которым плазмиды не вводили. Таким образом,

эта конструкция не подходит для долговремен-

ного исследования экспрессии. После доставки

плазмид в мышцы и печень у мышей отбирали

образцы венозной крови через 3, 7 и 14 дней, и

каждые 2 недели в дальнейшем. По прошествии

2 мес. кровь отбирали 1 раз в 4 недели, а после
6 мес. – 1 раз в 6 недель.

Экспрессия mSEAP в скелетных мышцах

Плазмиду pMBR2-mSEAP0 вводили путем элек-
тропорации 18 мышам, pCDNA3.1-mSEAP0 ‒ 17 и
pMBR2-mSEAPwt ‒ 11 мышам. Уровень экспрес-
сии трансгена после доставки плазмиды значи-
тельно варьировал у разных животных. По всей
вероятности, это обусловлено ограниченной вос-
производимостью результатов инъекций плазмид
в мышцы мышей, имеющих малые размеры. Для
адекватного сравнения результатов в дальнейшем
мы использовали данные, нормированные на ре-
зультат 7-го дня (в этот день уровень экспрессии
большинства плазмид был максимальным).

В течение первого месяца после электропора-
ции картины изменения экспрессии плазмид
pMBR2-mSEAP0 и pMBR2-mSEAPwt были до-
вольно сходными (рис. 3). Затем уровень экспрес-
сии pMBR2-mSEAP0 начал расти, в то время как
экспрессия pMBR2-mSEAPwt оставалась пример-
но на том же уровне с тенденцией к медленному
убыванию. Уровень экспрессии pMBR2-mSEAP0
поднимался до 16-й недели и достигал примерно
275% от уровня на 7-й день. После этого экспрес-
сия стала медленно снижаться, но на 52-й неделе
все еще составляла около 150% от уровня 7-го дня.
Экспрессия pcDNA3.1-mSEAP0 начала быстро па-
дать после первой недели, а после первого месяца
стала медленно расти до 24-й недели. Следует отме-
тить, что экспрессия pMBR2-mSEAPwt значитель-
но превосходила экспрессию pcDNA3.1-mSEAP0 в
течение 12 недель. После 16-й недели уровень экс-
прессии обеих плазмид был довольно сходным.
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Экспрессия трансгена в печени
Плазмида pMBR2-mSEAP0 была введена гид-

родинамическим способом 11 мышам, pMBR2-
mSEAPwt ‒ 10 и pCDNA3.1-mSEAP0 ‒ 9 мышам.
Результаты длительного мониторинга экспрес-
сии изображены на рис. 4, где уровень экспрес-
сии нормирован на результат 7-го дня. Уровень
экспрессии трансгена со всех трех плазмид начал
падать после введения, что согласуется с опубли-
кованными данными. В случае pMBR2-mSEAP0
падение остановилось после 2 недель и остава-
лось на уровне 50‒60% от результата 7-го дня
(30‒40% от уровня к 3-му дню) вплоть до 14-й не-
дели. После этого экспрессия равномерно снижа-
лась до 17% от результата 7-го дня (11% от уровня
3-го дня) к 52-й недели.

В то же время, падение уровня экспрессии было
гораздо более заметным в случае двух других плаз-
мид. Экспрессия с плазмиды pMBR2-mSEAPwt за
5 недель снизилась до 18% от уровня к 7-му дню
(9% от 3-го дня) и стабильно составляла 10‒15%
(5‒10% от уровня 3-го дня), и к концу периода на-
блюдения медленно упала до 5% (2% от результа-
та 3-го дня). Экспрессия трансгена с плазмиды

pCDNA3.1-mSEAP0 резко снизилась примерно
до 5% (1% от результата 3-го дня) после 2 недель
эксперимента и оставалась большую часть време-
ни на уровне, близком к нулю.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Полученные нами с помощью вектора pMBR2
in vivo данные хорошо согласуются с более ранни-
ми результатами, согласно которым длительная
экспрессия трансгенов в МСК связана с умень-
шением содержания CpG-мотивов как в векторе,
так и в трансгене (люцифераза светлячка) [28].
Наши данные также соответствуют результатам
других исследований, показывающих, что умень-
шение количества CpG-мотивов в плазмидной
конструкции замедляет падение уровня экспрес-
сии трансгена со временем. Так, Yew N.S. и соавт.
показали, что плазмидная конструкция, лишен-
ная CpG-мотивов, может длительно поддержи-
вать стабильную экспрессию трансгена в легком.
Однако в печени результаты, полученные с ис-
пользованием той же плазмиды, были довольно
скромными: через 2 недели уровень экспрессии

Рис. 3. Изменение экспрессии mSEAP векторами pMBR2 и pCDNA3.1 в мышцах задних конечностей мышей со вре-
менем. На оси ординат приведен относительный уровень экспрессии трансгена, нормированный на уровень, изме-
ренный на 7-й день после введения. На врезках изображены изменения относительного уровня экспрессии mSEAP в
течение первой недели. а ‒ pMBR2-mSEAP0; б ‒ pMBR2-mSEAPwt; в ‒ pcDNA3.1-mSEAP0. Пунктиром показаны
значения для отдельных мышей, сплошной линией – среднее значение в группе. г – Сравнение графиков средних зна-
чений для трех плазмид.
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снизился более чем на порядок, хотя и оставался
после этого на том же уровне в течение 1.5 мес.
[26, 32]. В наших экспериментах плазмидная кон-
струкция pMBR2-mSEAP0 поддерживала заметно
более высокий уровень экспрессии трансгена в пе-
чени мышей по сравнению с ранее опубликован-
ными работами [33‒35]. Можно предположить,
что это связано прежде всего с более низким содер-
жанием CpG в нашей конструкции. Так, в работе
[33] вектор был лишен CpG-мотивов, тогда как
трансген содержал значительное их число, и, на-
оборот, в исследовании [34] трансген не содержал
CpG-мотивов, однако бактериальный участок
начала репликации включал в себя большое их
количество.

Механизм снижения экспрессии, связанный с
присутствием CpG-мотивов, остается неясным.
У млекопитающих ДНК, содержащая неметили-
рованные CpG, вызывает иммунный ответ, опо-
средованный рецепторами TLR9, представлен-
ными на поверхности дендритных клеток, макро-
фагов, естественных киллерных клеток и других
клеток иммунной системы [36, 37]. Тем не менее,
рецепторы TLR9 вряд ли могут быть основной
причиной сайленсинга плазмиды. Как и ожида-
лось, у мышей без этих рецепторов не развивался
усиленный иммунный ответ на ДНК, содержа-
щую неметилированные CpG [38]. При этом от-
сутствие TLR9 не влияло на кинетику экспрессии
трансгена [32]. Кроме того, не наблюдалась эли-

минация плазмид или клеток, содержащих плаз-
миды [24, 39]. Следовательно, должны существо-
вать иные механизмы, отвечающие за подавление
экспрессии плазмидных конструкций, содержа-
щих CpG.

Другой вероятный механизм падения экспрес-
сии трансгена ‒ транскрипционный сайленсинг
посредством de novo метилирования CpG-моти-
вов, ведущего к образованию неактивного хрома-
тина. Однако в одних работах выявлена корреля-
ция между de novo метилированием и уровнем
экспрессии трансгена [25, 26], но не обнаружена в
других [27].

Согласно исследованиям группы Kay М.А., на
сайленсинг трансгена влияют не CpG-мотивы в
векторе или вставке, а бактериальные последова-
тельности, ковалентно связанные с транскрип-
ционной кассетой. В своих первых работах они
использовали лишенные бактериальных после-
довательностей линейные экспрессионные кас-
сеты, вырезанные из плазмид, или миникольца,
полученные из плазмид с помощью рекомбиназ
[25, 40, 41]. Развивая свою гипотезу, они пришли
к заключению, что даже стандартные плазмиды
способны поддерживать долговременную экс-
прессию трансгена, если экспрессионная кассета
ограничена инсуляторами, отделяющими ее от
бактериальных последовательностей. Предполо-
жили, что в эукариотических клетках супрессиро-
ванный гетерохроматин формируется вокруг бак-

Рис. 4. Изменение экспрессии mSEAP векторами pMBR2 и pCDNA3.1 в печени мышей в течение 1 года.
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териальных последовательностей, после чего рас-

пространяется по ДНК. Инсуляторы сдерживают

распространение супрессированного хроматина, и

не происходит сайленсинг трансгена. Однако экс-

прессия трансгена в печени даже лучшими векто-

рами в этих исследованиях снижалась в 5‒10 раз в

течение первых дней после введения [35].

Стоит заметить, что конструкция, использован-

ная в данном исследовании, содержит S/MAR-эле-

мент. Показано, что S/MAR-элементы обладают

некоторыми свойствами инсуляторов, в частно-

сти, они способны оградить транскрипционную

кассету от супрессированного гетерохроматина.

Они также могут содействовать ассоциации плаз-

миды с хромосомами и способствовать длитель-

ному поддержанию плазмиды в виде эписомы

[30]. Однако S/MAR выполняют эту функцию,

если находятся внутри транскрипционной кассе-

ты, в то время как в векторе pMBR2 этот элемент

локализован вне кассеты.

В наших исходных экспериментах S/MAR-эле-

мент, локализованный внутри транскрипционной

кассеты вектора pMBR1, негативно воздействовал

на экспрессию секретируемых репортерных бел-

ков Lucia и mSEAP, но не на несекретируемую лю-

циферазу светлячка. Этот результат можно связы-

вать с различиями в путях ядерного экспорта

мРНК, кодируюших цитоплазматические и сек-

ретируемые белки. РНК секретируемых белков

экспортируются из ядра посредством альтернатив-

ного пути ALREX, зависящего от свойств нетранс-

лируемой области [42]. Можно предположить, что

S/MAR-элемент, расположенный внутри 3'-не-

транслируемой области мРНК, кодирующей сек-

ретируемые белки, влияет на ядерный экспорт, тем

самым снижая общую эффективность экспрессии.

Подводя итог, можно заключить, что комби-

нация двух подходов ‒ исключения большинства

CpG-мотивов из вектора и трансгена, и введения

S/MAR-элемента ‒ позволила создать конструк-

цию, поддерживающую долговременную экс-

прессию трансгена в скелетных мышцах и, что

наиболее важно, в печени. При этом на стабиль-

ность плазмидной экспрессии значительное не-

гативное влияние оказывает присутствие CpG-

мотивов как в векторе, так и в трансгене. Таким

образом, метилирование остатков цитозина в

плазмидах, по-видимому, играет решающую роль

в постепенном подавлении экспрессии трансге-

на. Следует отметить, что не-CpG-метилирова-

ние цитозинов тоже приводит к подавлению экс-

прессии гена [43]. Можно предположить, что на-

блюдаемое нами снижение уровня экспрессии

конструкции pMBR2-mSEAP0 в мышцах и пече-

ни мышей вызвано в значительной степени не-

CpG-метилированием.

Эксперименты, представленные в данной ра-
боте, выполнены при поддержке Российского на-
учного фонда (проект № 18-14-00300).

Эксперименты на животных проведены со-
гласно рекомендациям ARRIVE и полностью
удовлетворяли директиве Европейского союза
n2010/63/UE об исследованиях на животных.
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MAINTENANCE OF PLASMID EXPRESSION in vivo DEPENDS PRIMARILY 
ON CpG CONTENT OF VECTOR AND TRANSGENE

A. V. Bruter1, 2, M. V. Kalashnikova1, 2, A. P. Prytyko1, and A. V. Belyavsky1, *
1Engelhardt Institute of Molecular Biology, Russian Academy of Sciences, Moscow, 119991 Russia

2Blokhin Russian Cancer Research Center, Ministry of Health of the Russian Federation, Moscow, 115478 Russia
*e-mail: abelyavs@yahoo.com

Plasmid-mediated gene therapy, being safe and relatively non-expensive therapeutic strategy, is plagued by
fast silencing of transgene expression, which severely reduces the long-term efficiency of plasmid vectors. We
have earlier constructed a low-CpG pMBR2 plasmid vector supporting prolonged expression of transgenes
in mesenchymal stem cells in vitro. In the current study, we analyzed long-term expression by the pMBR2
vector of wild type mouse secreted alkaline phosphatase gene (mSEAPTwt) and its version devoid of CpGs
(mSEAP0) after electroporation into mouse hindlimb muscles and hydrodynamic delivery to liver. mSEAP
levels in the blood were measured within one year period. For pMBR2-mSEAP0 construct in leg muscles,
mSEAP levels increased more than 2.5-fold during first two months and remained at levels higher than the
initial ones till the end of the experiment, whereas for control pCDNA3.1-mSEAP0 construct they dropped
to much lower levels. For pMBR2-mSEAPwt construct, expression decreased to about 40% after 6 months
and remained at similar levels thereafter. Expression of pMBR2-mSEAP0 construct in mouse liver decreased
about two-fold within first 18 weeks, followed by a slow decrease to the final 17%. Expression of pMBR2-
mSEAPwt dropped initially to 18%, and remained at approximately 10% thereafter. In contrast, expression
of pCDNA3.1-mSEAP0 construct sharply dropped to 5% after 2 weeks and remained at nearly zero levels
throughout the rest of the experiment. Thus, for prolonged plasmid-mediated expression in liver, both vector
and transgene should have significantly reduced CpG content, whereas for skeletal muscle expression, min-
imization of vector CpG content is sufficient. Our data also suggest that the localization of S/MAR elements
within the transcription unit, in contrast to their outside location, results in significant reduction of expres-
sion level of secreted but not cytoplasmic proteins.

Keywords: plasmid vectors, gene therapy, CpG motifs, S/MAR elements, muscles, liver
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