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Поиск лекарственных средств, эффективных при костномозговой форме острой лучевой болезни,
а также для профилактики осложнений химиолучевой терапии онкобольных, является одной из
важных проблем радиационной биологии и медицины. В данной работе исследована перспектив-
ность генно-терапевтического подхода для стимуляции созревания и выхода лейкоцитарных клеток
в кровоток. Получены три рекомбинантные плазмидные ДНК (пДНК), кодирующие кроветворные
ростовые факторы мыши – SCF, G-CSF и FLT-3L. В экспериментах in vitro показана их экспрессия
на уровне 5.2, 2.2 и 8.2 мкг с эффективностью секреции – 75.6, 99.1 и 88.7% соответственно. Одно-
кратное введение аутбредным белым мышам комбинации из трех пДНК в сочетании с электропо-
рацией обеспечило статистически достоверное по отношению к значениям контрольной группы
увеличение, с максимумом на 7-е сутки, общего количества лейкоцитов в 2.6 раза (до 22.2 × 109/л),
гранулоцитов в 4.5 раза (до 16.5 × 109/л) и моноцитов в 2.8 раза (до 2.3 × 109/л). Исследована кине-
тика экспрессии генов трех цитокинов in vivo. Статистически значимый подъем уровня цитокинов
в крови мышей отмечался в интервале от 6 ч до 3 сут после однократного введения пДНК и сохра-
нялся в течение 14 дней. Полученные результаты подтверждают перспективность генно-терапевти-
ческого подхода для стимуляции системы кроветворения, что может быть востребовано для лечения
острой лучевой болезни и мобилизации гемопоэтических стволовых клеток для пациентов, кото-
рым назначена высокодозная химиолучевая терапия с трансплантацией аутологичных гемопоэти-
ческих клеток.
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ловых клеток, гранулоцитарный колониестимулирующий фактор, лиганд Fms-подобной тирозин-
киназы-3, костномозговой синдром, острая лучевая болезнь, лейкоциты, мобилизация гемопоэти-
ческих клеток
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Известно, что гемопоэтические стволовые
клетки (ГСК) и клетки-предшественники являют-
ся основной мишенью при радиационном пораже-
нии. В результате радиационного воздействия в
костном мозге убывает число как низкодифферен-
цированных, так и более зрелых клеток, снижает-
ся функциональный резерв и жизнеспособность
зрелых элементов крови, что клинически прояв-
ляется в виде цитопении (чаще – гранулоцитопе-
нии). Возникает иммунодефицит, на фоне кото-
рого стремительно развиваются инфекционные
процессы, нередко приводящие к летальному ис-
ходу [1].

Поиск лекарственных средств, эффективных
при лечении радиационных поражений, а также
при профилактике осложнений химиолучевой
терапии, остается одной из важных проблем ра-
диационной биологии и медицины.

Терапевтические мероприятия, начатые в ран-
ние сроки после облучения, могут обеспечить
благоприятный исход радиационного поражения
[2]. В настоящее время в качестве средств ранней
терапии радиационных поражений наиболее ин-
тенсивно изучаются цитокины, посредством ко-
торых осуществляется скоординированное взаи-
модействие различных клеток гемопоэтической
системы [3–5]. В отечественной радиобиологии
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реализацией направления по экстренной терапии
лучевых поражений стал рекомбинантный интер-
лейкин-1 бета (препарат “Беталейкин”), облада-
ющий лечебно-профилактическим действием
[6–8]. На сегодняшний день в России “Беталей-
кин” является единственным цитокином, реко-
мендованным к применению после острого ради-
ационного воздействия.

Западные исследователи отдают предпочтение
гемопоэтическим ростовым факторам, в частно-
сти, колониестимулирующим (colony-stimulating
factor, CSF) – гранулоцитарному (granulocyte-col-
ony stimulating factor, G-CSF) и гранулоцитарно-
макрафагальному (granulocyte-macrophage colo-
ny-stimulating factor, GM-CSF). В настоящее вре-
мя CSF официально включены в рекомендации
по лечению пациентов, подвергшихся высоким
дозам радиационного облучения [9]. Применение
CSF также предусмотрено для первичной и вто-
ричной профилактики фебрильной нейтропении
после миелотоксичной химиолучевой терапии,
мобилизации ГСК и в ряде других особых клини-
ческих ситуаций с целью коррекции миелосу-
прессии и гранулоцитопоэза [10, 11]. В ряде работ
на экспериментальных моделях продемонстри-
ровано, что цитокиновая терапия позволяет зна-
чительно повысить выживаемость животных при
летальных дозах облучения. Подкожное курсовое
введение рекомбинантного G-CSF макакам-ре-
зусам в дозе 10 мкг/кг в течение 7–10 дней с пер-
вого дня после облучения в дозах 10 и 11 Гр повы-
шает выживаемость животных и в 2–3 раза сокра-
щает период острой нейтропении [12–14].
В работе A.M. Farese и соавт. показано повыше-
ние выживаемости макаков-резусов на 38% после
тотального облучения в дозе 7.5 Гр на фоне еже-
дневных инъекций G-CSF в дозе 10 мкг/кг в тече-
ние 16 дней начиная через 24 ч после облучения [15].
Аналогичные эффекты были продемонстрированы
на мышах, собаках и обезьянах, которым фактор
стволовых клеток (stem cell factor, SCF) вводили в
дозах по 200 мкг/кг курсом 11–14 дней [16–19].
Упоминаются также и другие цитокины, пер-
спективные для восстановления гемопоэтиче-
ской функции костного мозга при острых луче-
вых поражениях и химио- и/или радиотерапии.
Это различные интерлейкины: IL-3, -7, -12 и -6,
fms-подобный лиганд тирозинкиназы-3 (fms-like
tyrosine kinase-3 ligand, FLT-3L), эритропоэтин
(EPO) и др. [4, 20–24].

Во многих исследованиях показано, что соче-
танное применение нескольких ростовых факто-
ров способствует развитию более выраженного
эффекта, позволяет снизить дозировки и умень-
шить побочные эффекты каждого, а также сокра-
тить количество введений [4]. Например, 5-днев-
ное введение приматам смеси цитокинов SCF и
G-CSF либо FLT-3L и G-CSF столь же эффектив-
но для мобилизации ГСК, как и более длитель-

ные режимы назначения этих цитокинов отдель-
но [25]. В ряде работ на разных эксперименталь-
ных моделях показано, что использование одного
SCF оказывает выраженный стимулирующий эф-
фект на мобилизацию костномозговых прогени-
торных клеток, тогда как применительно к человеку
этот эффект не наблюдается. Однако комбиниро-
ванное применение SCF с линиеспецифичными
факторами (G-CSF, GM-CSF, M-CSF, IL-3, EPO
или тромбопоэтин) дает эффект, превышающий
эффективность монотерапии [26]. Например,
применение G-CSF совместно с SCF позволяет
снизить действующую дозу фактора стволовых
клеток в 4 раза, улучшить его переносимость и в
2 раза повысить эффект в сравнении с варианта-
ми монотерапии [27, 28]. Аналогичного результа-
та можно добиться и при других сочетаниях цито-
кинов, например, GM-CSF/IL-3, FLT-3L/SCF,
SCF/FLT-3L/IL11 или SCF/FLT-3L/THPO,
EPO/SCF или EPO/IL-3, что указывает на плейо-
тропность и синергизм действия многих росто-
вых факторов [30–33].

Тем не менее при всех своих достоинствах ре-
комбинантные цитокины имеют ряд недостат-
ков, связанных, в первую очередь, с высокой сто-
имостью их препаратов, необходимостью курсо-
вого приема, наличием серьезных побочных
эффектов от введения больших доз, риском раз-
вития аутоиммунных осложнений, а также неста-
бильностью при хранении и транспортировке.
Одним из вариантов решения обозначенных про-
блем может стать создание генно-терапевтиче-
ских препаратов, кодирующих клинически зна-
чимые цитокины. Важнейшим преимуществом
препаратов генной терапии по сравнению с ре-
комбинантными белками является физиологич-
ность действия, заключающаяся в быстром до-
стижении стационарного уровня циркулирующе-
го белка, который поддерживается относительно
длительное время (недели, иногда месяцы и го-
ды), тогда как введение рекомбинантных белков
приводит сначала к резкому росту концентрации
и достижению максимального значения, которое
может вызывать выраженные осложнения, а за-
тем быстрому снижению до субтерапевтических
уровней [34, 35]. Кроме того, структура эндоген-
но экспрессируемых белков максимально соот-
ветствует их нативной конформации, что повы-
шает их иммунологическую безопасность. Пре-
параты генной инженерии характеризует также
меньшая стоимость в пересчете на курс лечения и
отсутствие необходимости ежедневных введений
за счет длительной экспрессии терапевтических
генов [36].

На основании анализа данных литературы в
рамках изложенного подхода для клонирования в
экспрессионный вектор были выбраны гены кли-
нически значимых цитокинов, обладающих вза-
имно усиливающим действием – SCF, G-CSF и
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FLT-3L [37–40]. У всех этих трех цитокинов есть
одна общая точка приложения – стимуляция
пролиферации стволовых клеток костного мозга
и образование полипотентных гемопоэтических
колоний. При этом SCF отвечает за самообновле-
ние и экспансию пула полипотентных клеток,
FLT-3L, в дополнение к этому, стимулирует их
дифференцировку в лимфоидный предшествен-
ник, а G-CSF обеспечивает дифференциацию
всего миеломоноцитарного звена до стадии зре-
лых нейтрофильных гранулоцитов [4]. Таким об-
разом, рассматриваемая комбинация цитокинов
способствует самообновлению пула ГСК, под-
держанию звеньев врожденного и адаптивного
иммунитета.

Цель настоящей работы – конструирование
рекомбинантных плазмидных ДНК, содержащих
гены scf, gcsf и flt3l, оценка их экспрессионных
свойств in vitro и in vivo, а также исследование вли-
яния разработанных пДНК на показатели пери-
ферической крови здоровых животных in vivo.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДИКА

С помощью ПЦР на матрице кДНК соответ-
ствующих библиотек тканей мыши (“Clontech”,
США) были синтезированы генетические эквива-
ленты мышиных ростовых факторов SCF, G-CSF
и FLT-3L. Генетические эквиваленты клонирова-
ли рестрикционным методом в экспрессионный
коммерческий вектор pC1neo (“Promega”, США)
по сайтам рестрикции NheI и NotI, с получением,
соответственно, плазмид pC1neo-mSCF, pC1neo-
mGCSF и pC1neo-mFLT3L. Соответстсвующие
сайты рестрикции вводили на этапе амплифика-

ции генов с помощью специфических праймеров
(табл. 1).

Далее полученными пДНК проводили хлор-
кальциевую трансформацию компетентных кле-
ток E. coli штамма JM109. Селекцию трансфор-
мантов вели на среде, содержащей ампициллин в
концентрации 100 мкг/мл. Выделение и очистку
пДНК выполняли в соответствии с протоколом
“Maxi-Prep” с использованием реагентов произ-
водства “Qiagen” (Германия).

Проверку чистоты и размеров пДНК проводи-
ли методом электрофореза в 0,8%-агарозном геле с
последующей оценкой результатов в УФ-трансил-
люминаторе, используя размерный стандарт су-
перспирализованной плазмидной ДНК (“NEB”,
Великобритания). Правильность нуклеотидной
последовательности клонированных генов про-
веряли методом секвенирования по Сэнгеру на
автоматическом анализаторе AB3500 (“Applied
Biosystems”, США) с использованием BrightDye
Terminator Cycle Sequencing kit (“Applied Biosyste-
ms”, США) и последующей очисткой продуктов
сиквенсовой ПЦР с помощью набора DyeEx Spin
Kit (“Qiagen”, Германия).

Оценку экспрессионных свойств полученных
пДНК in vitro проводили путем трансфекции кле-
ток HEK293T/17. Для этого клетки были засеяны
в 6-луночный планшет в количестве 2 × 105 кле-
ток на лунку. Трансфекцию проводили с исполь-
зованием линейного полиэтиленимина с молеку-
лярной массой 25 кДа (L-PEI25, “Alfa Aesar”,
США) согласно протоколу производителя при
массовом соотношении пДНК к L-PEI25 – 1 к 3.

РНК для проведения количественного анализа
экспрессии целевых генов выделяли из клеток с

Таблица 1. Последовательность праймеров, использованных для получения генетических эквивалентов scf,
gcsf и flt3l 
Table 1. The sequence of primers used to obtain the genetic equivalents of scf, gcsf and flt3l

Примечание. Введенные сайты рестрикции выделены подчеркиванием.

Название праймера Нуклеотидная последовательность, 5'-3' Температура отжига, °С

mSCF-NheI-F CCTACGT CGCCACCATGAAGAAGACACA
AACTTGGATTAT

61

mSCF-NotI-R GAGATCG TCATTAGGCTGCAACAGGG
GGTAACATAA

61

mGCSF-NheI-F AGCATTA CGCCACCATGGCCCAGCTGAG
CGCCCAGAGGA

69

mGCSF-NotI-R TATGTGCT TTATCATGCGAGGTGGTG
AAGTGCCAGTCGGGCGGTCTCAAG

69

mFLT3L-NheI-F CCTACGT CGCCACCATGACAGTGCTGGC
GCCAGCCTGGAGCCCAAATT

70

mFLT3L-NotI-R GAGATCG TCATTACTGCCTGGGCCGA
GGCTCTGGGAGCTCCGTGGCTTCTA

70

GCTAGC

GCGGCCGC

GCTAGC

GCGGCCGC

GCTAGC

GCGGCCGC
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использованием реагента ExtractRNA (“Евро-
ген”, Россия). Затем ее обрабатывали ДНКазой,
свободной от РНКазной активности (“Qiagen”,
Германия) и использовали для постановки ОТ-
ПЦР по протоколу High Capacity cDNA Reverse
Transcription Kit (“Applied Biosystems”, США).
Уровень экспрессии определяли методом отно-
сительной количественной ПЦР-РВ (∆∆Ct) с ис-
пользованием специфических праймеров, флуо-
ресцентного красителя SYBR Green I и реакцион-
ной смеси qPERmix-HS (“Евроген”, Россия).
Нормировку осуществляли по гену глицеральде-
гидфосфатдегидрогеназы (gapdh) [41, 42]. После-
довательность праймеров приведена в табл. 2.

Определение количественного содержания
цитокинов SCF, G-CSF и FLT-3L в образцах
культуральной среды и лизатов клеток проводили
методом ELISA (enzyme-linked immunosorbent as-
say) согласно протоколам производителя соответ-
ствующих коммерческих наборов (“Sigma-Al-
drich”, США) через 3 дня после трансфекции.

Для оценки экспрессионных свойств in vivo и
исследования фармакологической активности
разработанных пДНК использовали белых аут-
бредных мышей-самцов массой 20–22 г. Живот-
ных содержали в стандартных условиях вивария
при естественном освещении и свободном досту-
пе к воде и пище. Исследования проводили в со-
ответствии с принципами биоэтики и согласно
требованиям нормативно-правовых документов
о порядке проведения исследовательских работ с
применением животных [43, 44].

Эффективность экспрессии репортерного ге-
на luc после в/м введения плазмиды
pGL4.51[luc2/CMV/Neo] (“Promega”, США) с
электропорацией и без электропорации, а также
ее введения методом гидродинамического удара
оценивали методом прижизненной визуализации
на приборе IVIS SpectrumCT (“PerkinElmer”,
США). Наркотизацию мышей проводили изо-
флураном. Измерение люминесценции проводи-
ли через 10 мин после внутрибрюшинного введе-
ния субстрата D-люциферина в дозе 150 мг/кг.

Эффективность экспрессии оценивали по сред-
нему значению интенсивности люминесценции
(ф/с) в области, охватывающей сигнал с интен-
сивностью от 85% до 100% от максимального в
этой области (ROI 25%). Доза пДНК при всех
способах введения составляла 25 мкг на инъек-
цию.

При исследовании влияния пДНК на гемато-
логические показатели периферической крови
мышей было сформировано пять групп, которым
вводили pC1neo-mSCF (S), pC1neo-mGCSF (G),
pC1neo-mFLT3L (F), смесь трех пДНК (SGF) в
соотношении 1:1:1 по массе или плазмиду
pC1neo, лишенной вставки терапевтического ге-
на (контрольная группа).

Плазмидную ДНК вводили однократно в/м в
оба бедра в суммарной дозе 2.5 мг/кг, объеме не
более 100 мкл на инъекцию. Использовали ком-
плекс пДНК с 0.05%-ным раствором Pluronic
PE6400 в фосфатно-солевом буферном растворе.
Электропорацию проводили сразу после инъек-
ции плазмидного препарата в режиме: 150 В/см,
20 мс, 8 имп, 1 Гц (“BTX ECM830”).

Основные показатели периферической крови
оценивали при помощи автоматического гемато-
логического анализатора Exigo (“Boule Medical”,
Швеция).

Кинетику экспрессии цитокинов исследовали
в отдельном эксперименте, в котором животным
вводили смесь SGF. Контрольной группе живот-
ных вводили плазмиду pC1neo, лишенную встав-
ки терапевтического гена. Концентрацию росто-
вых факторов SCF, G-CSF и FLT-3L в сыворотке
крови определяли методом ELISA согласно про-
токолам производителя соответствующих ком-
мерческих наборов (“Sigma-Aldrich”, США) через
6, 17 и 24 ч, а также на 3-е, 5-е, 7-е, 9-е, 14-е и
21-е сут после введения пДНК. Определяли такие
кинетические параметры, как максимальная кон-
центрация в крови (Сmax), время достижения мак-
симальной концентрации (Tmax), площадь под
кривой концентрация–время (AUC0–504, AUC0–∞),

Таблица 2. Последовательность праймеров, использованных для количественной ПЦР-РВ 
Table 2. The sequence of primers used for quantitative RT-PCR

Название праймера Нуклеотидная последовательность, 5'-3' Температура отжига, °С

mSCF-Fq GAATCTCCGAAGAGGCCAGAA 53
mSCF-Rq GCTGCAACAGGGGGTAACAT 53
mGCSF-Fq CTGAGCGCCCAGAGGAGGATGA 59
mGCSF-Rq AAGAAGCTCCTTGGCAAGGGAA 59
mFLT3L-Fq TGTGGCAGGGTCTAAGATGC 57
mFLT3L-Rq CTTCTAGGGCTATGGGACTCC 57
GAPDH-Fq TGCCTCCTGCACCACCAACTG 58
GAPDH-Rq AGGTCCACCACCCTGTTGCTGTA 58
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период полувыведения (T1/2). Полученные дан-
ные анализировали в программе Pharsight® Phoe-
nix® 1.3. Нормировку концентрации соответству-
ющего ростового фактора у мышей опытной
группы (SGF) проводили вычитанием фоновых
показателей мышей контрольной группы.

Статистические расчеты проводили с помо-
щью программного обеспечения Statistica 12 для
Windows. Для каждого анализируемого показате-
ля рассчитывали среднее арифметическое и
ошибку среднего [23]. Оценку достоверности от-
клонений полученных результатов от контроль-
ного уровня проводили с использованием U-кри-
терия Манна–Уитни. Статистически значимыми
считали отличия при p < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ

В структурном отношении только G-CSF яв-
ляется секретируемым белком с присущим ему
лидерным пептидом, отщепление которого обес-
печивает секрецию. SCF и FLT-3L являются мем-
бранными белками, в структуре которых, помимо
внеклеточного участка, есть трансмембранный и
цитоплазматический домены (рис. 1).

Таким образом, при получении генетических
эквивалентов секреторных форм указанных ци-
токинов праймеры были подобраны так, чтобы
амплифицировать исключительно район лидер-
ного пептида и внеклеточной части (табл. 1, рис. 1).
Клонированием соответствующих амплификатов
были получены все три рекомбинантные пДНК,
размеры которых соответствовали расчетным
данным (рис. 2). Секвенированием подтверждена
идентичность структуры клонированных генов
данным GenBank: NM_013598, NM_009971 и

NM_01352 для мышиных scf, gcsf и flt3l соответ-
ственно.

Функциональная активность полученных
плазмид была проверена при трансфекции клеток
линии HEK293T/17. Оценивали количество син-
тезируемой в клетках мРНК соответствующих ге-
нов, количество ростовых факторов, секретируе-
мых в культуральную жидкость трансфицирован-

Рис. 1. Структура ростовых факторов и электрофореграмма продуктов амплификации соответствующих генов.
LP – leader peptide, лидерный пептид; ТМ – transmembrane domain, трансмембранный домен; С – cytoplasmic domain,
цитоплазматический домен
Fig. 1. Structure of growth factors and electrophoregram of amplification products of the corresponding genes.
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Рис. 2. Электрофореграмма плазмидных ДНК, коди-
рующих секреторные формы гемопоэтических фак-
торов. т.п.н. – тысяч пар нуклеотидов; М – маркер
суперспирализованной ДНК (NEB); S – плазмида
pC1neo-mSCF, 6016 п.н.; G – pC1neo-mGCSF,
6070 п.н; F – pC1neo-mFLT3L, 6013 п.н.
Fig. 2. Electrophoregram of plasmid DNAs encoding se-
cretory forms of hematopoietic factors. kbp – kilo base
pairs, M – marker of supercoiled DNA (NEB); S – plas-
mid pC1neo-mSCF, 6016 bp; G – pC1neo-mGCSF,
6070 bp; F – pC1neo-mFLT3L, 6013 bp.
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ных клеток и эффективность секреции.
Результаты представлены на рис. 3 и 4.

Было показано, что прирост уровня экспрес-
сии генов scf, gcsf, flt3l в клетках, трансфициро-
ванных плазмидами, составил соответственно
1596, 1663 и 1017 раз по отношению к клеткам,
трансфицированным плазмидой pC1neo, лишен-
ной вставки терапевтического гена (контроль).

Эффективность экспрессии разработанных
пДНК подтверждена также наличием в культу-
ральной жидкости белков мышиного происхож-
дения SCF, G-CSF и FLT-3L на уровне 1.96 ± 0.97,
1.09 ± 0.16 и 3.91 ± 0.72 мкг на 100 тыс. трансфи-
цированных клеток соответственно, при этом эф-
фективность их секреции составила 75.6%, 99.1%
и 88.7% (рис. 4).

Анализ эффективности электропорационного
в/м введения пДНК был проведен при сравни-
тельном исследовании с гидродинамической
трансфекцией и в/м введением раствора пДНК
pGL4.51[luc2/CMV/Neo]. Используемый прото-
кол электротрансфекции позволил добиться вы-
сокой эффективности экспресии репортерного
гена luc в мышцах. Через сутки после электро-
трансфекции экспрессия люциферазы составила
(5.0 ± 2.1) × 108 ф/с, что почти в 1000 раз выше,
чем при в/м введении без электропорации ((4.6 ±
± 1.2) × 105 ф/с), но при этом в 240 раз ниже, чем
при гидродинамической трансфекции печени
((1.2 ± 0.9) × 1011 ф/с), рис. 5, А, Б, Г). Пик экс-
прессии при применении электропорации при-
ходился на первые 14 сут от момента введения и
достигал максимума (3.5 × 109 ф/с) к 9-м сут.
К 41-м сут от начала введения экспрессия люци-

феразы значительно (в 36 раз) снижалась, но при
этом полностью не затухала (рис. 5, В).

При в/м введении мышам смеси пДНК SGF
наблюдали значимый подъем концентрации каж-
дого цитокина в крови. При этом статистически
достоверное увеличение концентрации G-CSF
наблюдали уже через 6 ч после введения. В этой
временной точке регистрировали семикратный
прирост концентрации G-CSF по отношению к
показателям группы контроля (1035.0 ± 298.8 и
323.2 ± 31.6 пг/мл соответственно). Максимум
концентрации G-CSF отмечали через 17 ч после
введения, среднее значение которой составляло
4467.0 ± 531.8 пг/мл по сравнению с 291.8 ±
± 42.7 пг/мл в контрольной группе. Статистиче-
ски значимые отличия от показателей контроль-
ной группы сохранялись до 14-х сут включитель-
но. Снижение концентрации фактора до показа-
телей контрольной группы (513.9 ± 71.1 пг/мл
против 299.4 ± 23.3 пг/мл соответственно) отме-
чали к 21-м сут (рис. 6, Б). Для SCF (рис. 5, А) и
FLT-3L (рис. 5, В) достоверное увеличение кон-
центрации было показано начиная с 3-х сут
(537.5 ± 56.3 пг/мл против 205.8 ± 21.2 пг/мл и
24.84 ± 2.6 нг/мл против 6.72 ± 1.5 нг/мл соответ-
ственно). Статистически значимые отличия со-
хранялись в течение 9 сут от начала введения ком-
бинации пДНК.

Фармакокинетические (ФК) параметры для
каждого из трех цитокинов, рассчитанные без
учета фоновых концентраций и с учетом поправ-
ки на показатели контрольной группы, представ-
лены в табл. 3.

Исследование гематологических показателей
показало, что введение пДНК, кодирующих гены

Рис. 3. Относительный уровень экспрессии генов scf,
gcsf, flt3l в клетках, трансфицированных соответству-
ющими плазмидами, по отношению к контролю.
Fig. 3. The relative level of expression of the scf, gcsf, flt3l
genes in cells transfected with the corresponding plasmids,
relative to the control.
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ских факторов в образцах культуральной жидкости и
лизата трансфицированных клеток.
Fig. 4. The levels of recombinant hematopoietic factors in
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Рис. 5. Оценка эффективности внутримышечной электропорации пДНК с помощью прижизненной визуализации
экспрессии репортерного гена luc в IVIS SpectrumCT. А – внутримышечное введение 25 мкг плазмиды pGL4.51 в PBS
без электропорации; Б – внутримышечное введение 25 мкг плазмиды pGL4.51 в 0.05% PE6400 на PBS c электропора-
цией; В – кинетика экспрессии репортерного гена luc после электропорационного введения ДНК; Г – гидродинами-
ческое введение 25 мкг плазмиды pGL4.51 в PBS через латеральную хвостовую вену, n = 8.
Fig. 5. Evaluation of the effectiveness of intramuscular electroporation with pDNA using in vivo imaging of luc reporter gene ex-
pression in IVIS SpectrumCT. А – intramuscular injection of the plasmid pGL4.51 (25 μg) in PBS without electroporation; Б –
intramuscular injection of the plasmid pGL4.51 (25 μg) with 0.05% PE6400 in PBS with electroporation; В – kinetics of luc re-
porter gene expression after electroporation DNA injection; Г – hydrodynamic introduction of the plasmid pGL4.51 (25 μg) in
PBS into the tail vein, n = 8.
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scf, gcsf или flt3l, по отдельности не приводит к до-
стоверным количественным изменениям клеточ-
ности периферической крови. Хотя при изолиро-
ванном введении пДНК, кодирющей ген flt3l, на-
блюдается устойчивое повышение лейкоцитов на
7-е и последующие сутки, результаты статистиче-
ски не достоверны (табл. 4). При этом однократ-
ное введение мышам комбинации трех пДНК
обеспечило статистически значимое увеличение
общего количества лейкоцитов в период с 3-х по
14-е сут исследования (табл. 4), в том числе грану-
лоцитов – с 3-х по 14-е сут, и моноцитов – с 3-х по
7-е сут, с максимумом на 7-е сут. К 21-м сут опыта
все показатели снижались до уровня контроль-
ной группы (рис. 7).

Следует отметить, что введение смеси пДНК
не оказало достоверного стимулирующего влия-
ния на изменение количества лимфоцитов, эрит-
роцитов и тромбоцитов в крови животных.

ОБСУЖДЕНИЕ

Исследования в области генной терапии раз-
виваются по разным направлениям: злокаче-
ственные новообразования, сердечно-сосуди-
стые, инфекционные и моногенные наследствен-
ные заболевания, метаболические расстройства,
глазные, нейрологические болезни и др. Долгое
время генная терапия была лишь многообещаю-
щей отраслью медицинских исследований, одна-
ко в последние годы наметился существенный
прогресс, связанный, в первую очередь, с успеха-
ми в области масштабного получения эффектив-
ных и безопасных векторов доставки, клиниче-
ским успехом и регистрацией сразу нескольких
генно-терапевтических препаратов: Glybera®,
Imlygic®, Strimvelis®, Oncorine®, Luxturna®,
Gendicine®, Неоваскулген® и др. Эти обстоя-
тельства вызывают интерес к генной терапии со
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стороны многих исследовательских групп и фар-
миндустрии.

Одной из основных проблем генной терапии
является эффективность доставки трансгенов в
клетки организма. Особенно это касается неви-
русных систем доставки в виде плазмидных ДНК.
Электропорация – один из хорошо зарекомендо-

вавших себя методов невирусного генного пере-
носа. Он позволяет в десятки и сотни раз повы-
сить эффективность доставки и экспрессии генов
с плазмидных ДНК [45–47]. Более того, эффек-
тивность электропорации можно повысить, на-
пример, добавлением к раствору ДНК неионо-
генных полимеров – поливинилпирролидона,
полоксамеров и полоксаминов [48–51]. В ходе
предварительных исследований была проведена
оптимизация процедуры доставки генов и выяв-
лено, что использование комплекса ДНК с 0.05%
полоксамером PE6400 дает 3–4-кратный прирост
экспрессии при электропорации (данные не при-
ведены), что хорошо согласуется с данными дру-
гих исследований [51–53]. Оптимизированные
параметры электропорации (двухигольчатый
электрод, 150 В/см, 8 имп., 20 мс/имп., 1 Гц) в со-
вокупности с 0.05% PE6400 позволили добиться
1000-кратного прироста экспрессии репортерно-
го гена luc по сравнению с простым внутримы-
шечным введением пДНК (рис. 5). Доза 2.5 мг/кг
пДНК была выбрана, исходя из опубликованных
данных других авторов по электропорационной
доставке пДНК [54, 55].

Генная терапия посредством введения векто-
ров, кодирующих ген цитокина FLT-3L, находит
широкое применение в терапии онкологических
заболеваний, поскольку способствует пролифера-
ции и активации дендритных клеток (ДК) миелоид-
ного и лимфоидного происхождения, тем самым
позволяя им эффективно представлять раковые ан-
тигены Т-лимфоцитам. Уровень экспрессии того
же FLT-3L в случае электропорации в ряде иссле-
дований находился в диапазоне 2–6 нг/мл с мак-
симумом на 4-е сут и длительностью не более
10 дней после однократного введения в мышцу

Таблица 3. Фармакокинетический анализ сывороточ-
ных SCF, G-CSF и FLT-3L после введения соответ-
ствующих пДНК в мыщцы (n = 15) 
Table 3. Pharmacokinetic analysis of serum SCF, G-CSF
and FLT-3L after intramuscular injection of the corre-
sponding pDNA (n = 15)

Примечания. В числителе приведены значения ФК параметра
без учета фоновых данных, в знаменателе – с учетом поправки
на показатели контрольной группы. Параметр T1/2 следует
интерпретировать не по отношению к циркулирующему ци-
токину, а ко времени функционирования плазмидной ДНК,
трансфицированной в клетки скелетной мускулатуры.

Параметр
Значение ФК параметра
для ростового фактора

SCF G-CSF FLT-3L

Cmax, пг/мл

Tmax, ч 72.0 17.0 72.0
AUC0–504, ч нг/мл

AUC0–∞, ч нг/мл

T1/2, ч

537.5
331.7

24842.5
18125.0

171.4
65.0

842.8
700.4

171.4
65.0

842.8
700.4

338.6
92.4

194.3
118.3

652.8
81.1

Рис. 6. Концентрация ростовых факторов в образцах сыворотки крови мышей в различные сроки после электропора-
ционного введения комбинации пДНК SGF. * Различия достоверны при p < 0.05.
Fig. 6. The concentration of growth factors in the serum of mice at various times after electroporation administration of the SGF
pDNA combination. * The differences are significant at p < 0.05.
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[56, 57]. Этого уровня экспрессии было достаточ-
но, чтобы в 3–4 раза повысить количество денд-
ритных клеток в костном мозге и селезенке и зна-
чительно повысить экспрессию костимулирую-
щих молекул на их поверхности [56]. Генная
терапия комбинацией плазмид FLT-3L и GM-
CSF позволяет повысить количество ДК в селе-
зенке мышей в 6 раз относительно фонового
уровня при достигнутых концентрациях соответ-
ствующих цитокинов в 2.5 ± 1.0 нг/мл и 66.0 ±
± 26.0 пг/мл сыворотки [58]. В случае гидродина-
мической инъекции в некоторых работах показана
возможность достижения концентраций в 40 мкг/мл
крови, что приводит к выраженной спленомега-
лии и повышению количества функционально
активных ДК в 50–100 раз [59]. Поскольку гидро-
динамическую доставку генов нельзя перенести в

область клинического применения, то этот метод
скорее следует рассматривать как лабораторный
инструмент для невирусного генного переноса.

Исследование препаратов генной терапии на
основе G-CSF и SCF находит значительно мень-
шее отражение в научной литературе. Отмечается
перспективность их использования для восста-
новления ишемических повреждений скелетной
мускулатуры и сердца, регенерации нервных тка-
ней [60, 61].

В настоящем исследовании с помощью в/м
электропорации смеси пДНК, обеспечивающих
эндогенную секрецию трех ростовых факторов,
был достигнут высокий уровень их продукции:
4467.0 ± 531.8 пг/мл для G-CSF, 537.5 ± 56.3 пг/мл
для SCF и 24.84 ± 2.6 нг/мл для FLT-3L (рис. 6).
Экспрессия данной комбинации цитокинов при-

Рис. 7. Влияние смеси пДНК SGF на динамику гранулоцитов и моноцитов в периферической крови мышей в различ-
ные сроки после введения (X ± mx, n = 15).
Fig. 7. The effect of the combination of SGF pDNA on the dynamics of granulocytes and monocytes in the peripheral blood of
mice at various times after administration (X ± mx, n = 15).
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Таблица 4. Количество лейкоцитов (109/л) в периферической крови мышей в различные сроки после введения
пДНК (X ± mx, n = 15) 
Table 4. The number of leukocytes (109/l) in the peripheral blood of mice at various times after pDNA administration (X ± mx,
n = 15)

* Различия со значениями контрольной группы статистически значимы при p < 0.05.

Группа
Количество лейкоцитов, X ± mx, 109/л сутки эксперимента

3 5 7 9 14 21

Контроль 7.6 ± 0.7 9.3 ± 0.5 8.5 ± 0.9 8.5 ± 0.7 8.8 ± 0.8 8.7 ± 0.7
SCF 7.5 ± 0.5 7.8 ± 0.7 10.5 ± 1.1 7.7 ± 0.4 8.4 ± 0.7 8.0 ± 0.3
GCSF 7.0 ± 0.2 9.5 ± 0.3 8.7 ± 0.2 6.8 ± 0.2 8.2 ± 0.5 9.0 ± 0.9
FLT3L 7.9 ± 0.9 9.5 ± 1.0 11.9 ± 0.7 11.1 ± 0.9 11.4 ± 1.1 10.9 ± 1.1
Смесь пДНК SGF 15.8 ± 1.8* 20.2 ± 2.7* 22.2 ± 2.2* 17.7 ± 2.7* 15.3 ± 0.9* 10.7 ± 0.5
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вела к эффективной стимуляции гемопоэза. Мак-
симум мобилизации клеток в кровь был отмечен
на 7-е сут, при этом количество лейкоцитов по-
высилось в 2.6 раза (до 22.2 × 109/л), моноцитов в
2.8 раза (до 2.3 × 109/л) и гранулоцитов в 4.5 раз
(до 16.5 × 109/л) по отношению к значениям кон-
трольной группы (табл. 4, рис. 7).

В силу малого количества работ, посвященных
проблеме генной терапии нарушений кроветво-
рения, и в особенности его восстановления после
курса химиотерапии или облучения, представля-
лось интересным сопоставить результаты, полу-
ченные в данном исследовании, с результатами
применения рекомбинантных цитокинов. Так,
общепринятая схема мобилизации гемопоэтиче-
ских стволовых клеток требует курсового введе-
ния рекомбинантных ростовых факторов: 10–
14 дней для FLT3-L, 4–6 дней для G-CSF и 7–
14 дней для SCF [25, 64, 65]. При этом основные
фармакокинетические показатели Сmax, Tmax,
AUC0-Tfinal, AUC0-T∞ и T1/2 при трехдневном курсо-
вом в/м введении FLT3-L в дозе 5 мкг составляют –
569.0 нг/мл, 1.5 ч, 1869.0 нг ч/мл, 3262.0 нг ч/мл и
5.2 ч соответственно [31]. Для G-CSF при одно-
кратном введении 7 мкг подкожно – 1199.0 нг/мл,
2 ч, 6427.0 нг ч/мл, 6618.0 нг ч/мл и 2.3 ч соответ-
ственно [64]. Однократная подкожная инъекция
G-CSF в дозе 5 мкг на 4-е сут приводит к повыше-
нию уровня лейкоцитов в крови мышей с 8.0 до
24.0 × 109/л и гранулоцитов с 3.0 до 14.0 × 109/л [64].

Таким образом, при сравнительном анализе
фармакокинетических данных показано, что
максимальные концентрации в крови для FLT-3L
и G-CSF отличаются от данных литературы в 31 и
287 раз соответственно. Тогда как AUC0–T∞ разли-
чается всего в 2.3 и 9.5 раз. (табл. 3). Это свиде-
тельствует о постоянной и длительной экспрес-
сии этих цитокинов с пДНК.

Несмотря на высокие значения параметра Тmax
(от 17 до 72 ч), было зафиксировано достаточно
раннее появление в крови экспрессируемых ци-
токинов. Для G-CSF достоверный прирост кон-
центрации в крови наблюдали уже к 6-му часу по-
сле введения пДНК. Наработка цитокинов в кро-
ви в первые часы после введения пДНК является
преимуществом данных препаратов, поскольку
время начала лечения радиационных поражений
во многом определяет эффективность терапии
[2]. Кроме того, сохранение экспрессии соответ-
ствующих генов в течение полутора-двух недель
после однократного введения смеси пДНК поз-
воляет поддерживать стимуляцию кроветворной
системы на протяжении относительно длитель-
ного времени. В случае использования рекомби-
нантных белков такой эффект достижим лишь
при многократном курсовом приеме.

В то же время было установлено, что введение
пДНК по отдельности не приводит к достовер-

ным изменениям гематологических показателей,
что может свидетельствовать о недостаточном
уровне экспрессии генов для проявления фарма-
кологических эффектов и указывает на необходи-
мость их использования в комбинации друг с дру-
гом. Это обстоятельство подтверждает общее пра-
вило, согласно которому синергизм в действии
ранне- и позднедействующих цитокинов позво-
ляет их комбинировать и получать существенно
больший терапевтический эффект, чем от их ин-
дивидуального действия. Известно, что в сочета-
нии с другими цитокинами SCF и FLT-3L (ранне-
действующие) существенно усиливают пролифе-
рацию и дифференцировку клеток различных
ростков кроветворения, а также колониеобразо-
вание, подготавливая коммитированные клетки к
действию линиеспецифичных ростовых факто-
ров. Например, комбинация SCF с G-CSF стиму-
лирует пролиферацию и дифференцировку ком-
митированных на гранулоцитопоэз стволовых
клеток кроветворной системы, значительно по-
вышая содержание лейкоцитов, главным обра-
зом, нейтрофилов [65–67].

Таким образом, результаты проведенных ис-
следований свидетельствуют о перспективности
стимуляции кроветворения с использованием
генно-терапевтических средств и необходимости
дальнейшего экспериментального изучения раз-
работанных пДНК для профилактики осложне-
ний химиолучевой терапии, а также лечения ра-
диационных поражений.
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Designing Recombinant Plasmids Coding Hematopoietic Factors SCF, G-CSF, 
and FLT-3L and Study of Their Effect on Hematologic Characteristics in Mice

O. A. Vlasovaa,#, I. S. Kravtsovb, I. V. Bagnaeva, E. A. Kovshara, A. A. Kruglovaa,
A. S. Nikiforov b, and A. M. Sventickayab

a Federal State Unitary Enterprise “Scientific Center “Signal”, Moscow, Russia
b State Scientific-Research Testing Institute of Military Medicine, Ministry of Defense of the Russian Federation, 

St. Petersburg, Russia
#E-mail: chuvashenok@yandex.ru

The primary problem of radiation biology and medicine is the search for optimal techniques effective for bone
marrow acute radiation syndrome and support of oncology patients during chemotherapy. In this study, we
show the perspectives of gene therapy for leukopoiesis stimulation and release of white blood cells in mouse
blood flow. We have created three plasmid DNAs with the ability to translate hematopoietic factors SCF,
G-CSF, and FLT-3L. We have shown expression of these factors at the levels of 5.2 ug, 2.2 ug, and 8.2 ug with
secretion efficiency at 75.6, 99.1, and 88.7%, respectively. Single injection of three plasmid mix combined
with electroporation leads to statistically significant increase with the maximum values on the 7th day of total
leukocyte count (2.6-time increase upto 22.2 × 109/l), granular leucocyte count (4.5 time-increase upto
16.5 × 109/l) and monocyte count (2.8 time-increase upto 2.3 × 109/l), as compared to the control group in
outbred white mice. We have also determined the kinetics of gene expression of three cytokines in vivo. A sta-
tistically significant increase of cytokine levels was observed from 6 hours to 3 days after a single injection of
plasmid DNA mix and lasted for two weeks. Our results confirm the viability of gene therapy for hematopoi-
esis stimulation, which can be applied for acute radiation syndrome therapy and mobilization of hematopoi-
etic stem cells in the patients scheduled for high-dose chemo/radiation therapy with autologous hematopoi-
etic cell transplantation.

Keywords: plasmid DNA, hematopoiesis, gene therapy, electroporation, stem cell factor, granulocyte colony
stimulating factor, FMS-like tyrosine kinase-3 ligand, bone marrow syndrome, acute radiation syndrome,
leukocytes, hematopoietic cell mobilization
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