
гены & клетки  Том XI, № 4, 2016

Оригинальные исследования34

e-mail: bozo.ilya@gmail.com

Оригинальные исследования

Сравнительная оценка биологической активности  
ген-активированных остеопластических материалов  
из октакальциевого фосфата и плазмидных ДНК,  
несущих гены VEGF и SDF: часть 1 – in vitro
И.Я. Бозо 1, 2, 3, 4, К.С.  Майорова 5, А.Ю. Дробышев 2, С.И. Рожков 2, Г.А. Воложин 2, И.И. Еремин 6,  
В.С. Комлев 4, 7, И.В. Смирнов 4, 7, А.А. Ризванов 8, А.А. Исаев 1, В.К. Попов 4, Р.В. Деев 1, 4, 9

1 Институт стволовых клеток человека, Москва, Россия
2 Московский государственный медико-стоматологический университет им. А.И. Евдокимова,  
Москва, Россия
3 Государственный научный центр Российской Федерации «Федеральный медицинский 
биофизический центр имени А.И. Бурназяна» ФМБА России, Москва, Россия
4 Федеральный научно-исследовательский центр «Кристаллография и фотоника» РАН,  
Москва, Россия
5 Институт общей генетики РАН, Москва, Россия
6 Центральная клиническая больница №1 с поликлиникой Управления делами президента РФ, 
Москва, Россия
7 Институт металлургии и материаловедения им. А.А. Байкова РАН, Москва, Россия
8 Казанский (Приволжский) федеральный университет, Казань, Россия
9 Рязанский государственный медицинский университет им. акад. И.П. Павлова, Рязань, Россия

Biological activity comparative evaluation of the gene-activated bone substitutes made of octacalcium  
phosphate and plasmid DNA carrying VEGF and SDF genes: part 1 – in vitro
I.Y. Bozo 1, 2, 3, 4, K.S. Maiorova 5, A.Y. Drobyshev 2, S.I. Rozhkov 2, G.A. Volozhin 2, I.I. Eremin 6, V.S. Komlev 4, 7,  
I.V. Smirnov 4, 7, A.A. Rizvanov 8, A.A. Isaev 1, V.K. Popov 4, R.V. Deev 1, 4, 9

1 Human Stem Cells Institute, Moscow, Russia
2 A.I. Evdokimov Moscow State University of Medicine and Dentistry, Moscow, Russia
3 State Research Center “A.I. Burnazyan Federal Medical Biophysical Center” of the FMBA of Russia, Moscow, Russia
4 Federal Research Center “Crystallography and photonics” RAS, Moscow, Russia
5 Institute of General Genetics of the RAS, Moscow, Russia
6 Central Clinical Hospital with Outpatient Health Center of the Business Administration for the President of the Russian Federation, 
Moscow, Russia
7 A.A. Baykov Institute of Metallurgy and Material Science of the RAS, Moscow, Russia
8 Kazan (Volga region) Federal University, Kazan, Russia
9 I.P. Pavlov Ryazan State Medical University, Ryazan, Russia

Значительная потребность в эффективных остеопла-
стических материалах и недостатки разрешенных для кли-
нического применения изделий определяют возрастающую 
активность биомедицинских разработок в данной области.

Мы разработали ген-активированные остеопластиче-
ские материалы, состоящие из матрикса-носителя на ос-
нове октакальциевого фосфата (ОКФ) и одного из двух 
вариантов плазмидной ДНК: несущих один ген сосудистого 
эндотелиального фактора роста (VEGF) или сразу два гена 
человека, кодирующие VEGF и фактор стромальных клеток-
1α (SDF-1α). Целью исследования являлась оценка цито-
токсичности разработанных ген-активированных материа-
лов и их компонентов, а также биологической активности 
in vitro. 

Было установлено, что как ОКФ, так и ген-активированные 
материалы не обладали цитотоксичностью, однако снижали 
пролиферативную активность мультипотентных мезенхи-
мальных стромальных клеток костного мозга человека:  
изделие с двухкассетной генной конструкцией снижало ско-
рость удвоения клеточной культуры на 24,3% больше, чем  
материал с плазмидной ДНК, несущей только VEGF. Оба 
ген-активированных материала приводили к повышению 
уровней мРНК терапевтических генов, но в случае матери-
ала с двухкассетной системой увеличение продукции белка 
VEGF было большим. 

Таким образом, разработанные ген-активированные ма-
териалы характеризовались отсутствием цитотоксических 

High need for effective bone substitutes and drawbacks 
of the materials approved for clinical use determine the 
increasing activity of biomedical research in this area. 

We have developed gene-activated bone substitutes 
consisting of a scaffold based on octacalcium phosphate 
(OCP) and one of the two variants of plasmid DNA carrying 
either a gene for vascular endothelial growth factor (VEGF) 
or two genes encoding VEGF and stromal derived factor-
1α (SDF-1α). The aim of the study was to evaluate the 
cytotoxicity of the gene-activated materials and their 
components, as well as biological activity in vitro.

We found that both OCP and gene-activated bone 
substitutes did not have any cytotoxicity, but reduced 
the proliferative activity of human bone marrow-derived 
multipotent mesenchymal stromal cells: material with double-
gene construct decreased cell culture doubling rate of 24.3% 
more compared with the material carrying plasmid DNA 
encoding only VEGF. Both gene-activated materials led to an 
increase in therapeutic genes mRNA levels, but the material 
with double-gene system enhanced VEGF protein production 
greater.

Thus, the gene-activated bone substitutes characterized 
by the absence of cytotoxic properties and possessed a 
specific activity increasing expression of the therapeutic 
genes. However, further studies are needed to detail the 
identified characteristics and assess the feasibility of the 
defined biological action in vivo.
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свойств и обладали специфической активностью в виде 
увеличения экспрессии терапевтических генов. Однако 
дальнейшие исследования необходимы для детализации 
выявленных особенностей и оценки реализуемости биоло-
гического действия in vivo. 

Ключевые слова: ген-активированный остеопластиче-
ский материал, октакальциевый фосфат, плазмидная ДНК, 
сосудистый эндотелиальный фактор роста, фактор стро-
мальных клеток-1α.

Введение

Эффективные остеопластические материа-
лы крайне востребованы в клинической практике:  
в травматологии и ортопедии, нейрохирургии, че-
люстно-лицевой хирургии и хирургической стома-
тологии [1]. Большинство из разрешенных для 
применения остеопластических материалов от-
носятся к категории «ординарных», так как не со-
держат стандартизированных по качественным и 
количественным показателям биологически актив-
ных компонентов, способных значительно усилить 
репаративный остеогистогенез, привнести необ-
ходимые индуцирующие факторы и (или) камби-
альные клеточные элементы. Ввиду недостаточ-
ной эффективности таких медицинских изделий  
в рамках клеточных, постгеномных и генных техно-
логий активно разрабатываются новые материалы, 
способные составить эффективную альтернативу 
свободным костным аутотрансплантатам [2]. Дан-
ное исследование является частью разработки ген-
активированных материалов. 

Ген-активированные остеопластические материа-
лы представляют собой класс медицинских изделий 
для костной пластики, отличительной особенностью 
которых является наличие генных конструкций – био-
логически активных нуклеиновых кислот, – несущих 
гены терапевтических белковых факторов [3]. После 
имплантации в костный дефект или область атрофии 
костной ткани генные конструкции высвобождаются 
из состава матрикса-носителя, поступают в клетки 
реципиентного ложа (иммунокомпетентные клет-
ки, фибробласты, остеобласты) и экспрессируются  
в них в течение определенного периода времени 
с продукцией терапевтического белка, кодируемо-
го генной конструкцией [2, 3]. Длительность экс-
прессии трансгена определяется видом вектора, 
выбранного для его доставки. В случае применения 
безопасного вектора – плазмидной ДНК – продол-
жительность экспрессии трансгена не превышает 
двух недель. Матрикс-носитель выполняет остео-
кондуктивную функцию, направляя формирующий-
ся костный регенерат от стенок костного дефекта 
к центру области костной пластики, а также влияет 
на кинетику высвобождения генных конструкций и, 
в ряде случаев, на эффективность трансфекции  
in vivo [4].

Учитывая то, что ключевым компонентом ген-
активированных материалов являются биологиче-
ски активные нуклеиновые кислоты, фундамент 
для разработки таких медицинских изделий за-
ложили достижения в области генной терапии.  
В частности, успешное внедрение геннотерапевти-
ческого лекарственного препарата «Неоваскулген» 
(Институт Стволовых Клеток Человека, Россия), 
действующим веществом которого является плаз-
мидная ДНК с геном сосудистого эндотелиального 
фактора роста (VEGF), сформировало предпосылки 

для разработки ген-активированных материалов, 
содержащих это же вещество. Ранее мы показали, 
что, благодаря ангиогенному эффекту плазмидной 
ДНК с VEGF, ген-активированные остеопластиче-
ские материалы, изготовленные с использовани-
ем различных матриксов-носителей (композитный 
материал из коллагена и гидроксиапатита, ксено-
генный костный матрикс, октакальциевый фосфат 
(ОКФ)), обладали выраженным остеоиндуктивным 
действием [5, 6]. Однако помимо ангиогенеза в ре-
гуляцию репаративной регенерации костной ткани 
вовлечено множество других механизмов, кото-
рые обеспечивают привлечение камбиальных кле-
ток в зону остеогенеза, индукцию пролиферации 
и дифференцировки остеогенных клеток-предше-
ственниц, стимулируют продукцию остеобластами 
компонентов костного межклеточного матрикса и 
т.д. В этой связи, спектр потенциально возмож-
ных трансгенов-кандидатов биологически активных 
нуклеиновых кислот для включения в состав ген-
активированных остеопластических материалов до-
вольно широк [2]. Выбор в каждом случае должен 
быть обусловлен спецификой показаний для кост-
ной пластики, пониманием, какой из механизмов, 
какой из остеоиндуцирующих факторов минимизи-
рован в наибольшей степени, т.е. является глав-
ной причиной «остеогенной недостаточности» [5]. 
На наш взгляд, в случае протяженных (объемных) 
костных дефектов, составляющих основную кли-
ническую проблему, причиной низкой активности 
естественного восстановления костной ткани яв-
ляется не только недостаточность кровоснабже-
ния, но и малое количество камбиальных клеток. 
Привлечение клеток-предшественниц остеобластов 
из системных источников в зону костного дефекта 
теоретически позволило бы усилить репаративный 
процесс. 

В этой связи, мы предположили, что введе-
ние в состав плазмидной ДНК с геном VEGF еще 
одного гена – последовательности, кодирующей 
фактор стромальных клеток-1 (SDF-1), – наделит 
ген-активированный материал более выраженны-
ми остеоиндуктивными свойствами. Известно, что 
SDF индуцирует хоуминг малодифференцированных 
клеток из костного мозга, в том числе ММСК, по 
градиенту концентрации [7]. Кроме того, через по-
вышение транскрипционного фактора NF-kappa В 
способен снижать активность дифференцировки 
камбиальных клеток в остеобластическом направ-
лении, что способствует увеличению их пула [8]. 
Таким образом, целью настоящего исследования 
стала сравнительная оценка биологической актив-
ности ген-активированных материалов, содержащих 
идентичный матрикс-носитель на основе ОКФ и два 
варианта нуклеиновых кислот: плазмидную ДНК  
с геном VEGF и двухкассетную плазмидную ДНК  
с генами VEGF и SDF. 

Keywords: gene-activated bone substitute, octacalcium 
phosphate, plasmid DNA, vascular endothelial growth factor, 
stromal derived factor-1α.
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Материал и методы

Ген-активированные остеопластические  
материалы

Ген-активированные остеопластические материа-
лы были изготовлены из носителя на основе ОКФ  
(в виде гранул диаметром 500–1000 мкм с пори-
стостью до 70 %) и двух вариантов плазмидных 
ДНК – однокассетной системы с геном, кодирующим 
VEGF (pl-VEGF165) и двухкассетной – с двумя тера-
певтическими генами, кодирующими VEGF и SDF-1α  
(pl-VEGF165-SDF-1α), под одним цитомегаловирус-
ным промотором.

Синтез ОКФ осуществлялся по ранее описанной 
технологии [6]. Источником pl-VEGF165 стал лекар-
ственный препарат «Неоваскулген», предоставлен-
ный ПАО «Институт Стволовых Клеток Человека» 
[9, 10]. Необходимое для исследования количество 
pl-VEGF165-SDF-1α было наработано компанией 
GenScript (США) согласно мастер-файлу, разрабо-
танному Казанским (приволжским) федеральным 
университетом по заказу ООО «НекстГен» [11]. 

Совмещение матрикса-носителя на основе ОКФ 
и каждого из вариантов генных конструкций выпол-
няли с использованием разработанного лаборатор-
ного протокола [12] с получением двух вариантов 
ген-активированных остеопластических материалов: 
ОКФ/pl-VEGF165 и ОКФ/pl-VEGF165- SDF-1α, содер-
жащих по 100 мкг биологически активных нуклеино-
вых кислот в 1 г матрикса-носителя. 

Исследования in vitro

Исследования in vitro выполняли на культурах 
мультипотентных мезенхимальных стромальных 
клеток костного мозга человека (ММСК), культиви-
рованных в стандартных условиях [13] и предостав-
ленных криобанком ГНЦ «ФМБЦ им. А.И. Бурназяна» 
ФМБА России. 

Оценка цитотоксичности. ММСК были рассе-
лены в 12-луночные планшеты по 5×104 клеток на 
лунку. Образцы разработанных ген-активированных 
остеопластических материалов массой 50 мг на 
лунку помещались в специальные вставки с мем-
браной (величина пор 3 мкм) – «transwell»-систему 
(Corning, США). Вставки далее переносились в лун-
ки культуральных планшетов. Цитотоксичность ма-
териалов оценивали по количеству погибших клеток  
в супернатанте и культуре клеток на 1, 3 и 5 сут. 
после начала совместного культивирования. Для 
этого отбирали супернатант и центрифугировали 
его 5 мин. с ускорением 200g. Параллельно клет-
ки снимали с помощью 0,25% раствора трипсина/
ЕДТА в течение 5 мин. с поверхности культурального 
пластика. Полученные клеточные осадки объеди-
няли и проводили пробоподготовку для цитометри-
ческого анализа. На проточном цитофлюориметре  
(BD Biosciences, США) определяли количество по-
гибших клеток, селективно окрашенных пропидий-
йодидом. Контрольными группами служили ММСК 
без добавления каких-либо материалов, а также 
инкубированные только с генными конструкциями 
без ОКФ и с матриксами-носителями без генных 
конструкций. Регистрировали усиление сигнала по 
длине волны 535 нм от интеркалирующего флюо-
ресцентного красителя пропидий-йодид. Цитоплаз-
матическая мембрана живой клетки непроницаема 
для пропипидий-йодида, тогда как в мертвых клетках 

краситель проникает через мембрану и связывается 
с ДНК.

Оценка влияния на пролиферативную активность 
клеток. Оценку пролиферации выполняли в тех же 
экспериментальных и контрольных сериях, одна-
ко исходная численность клеток составила 1×104,  
а сроки наблюдения – 3, 5 и 7 сут. Подсчет кле-
ток проводился на автоматическом счетчике клеток 
Countess Automated Cell Counter (Invitrogen, США). 
Для расчета скорости удвоения клеточных популяций 
в первые 3 сут. использовали следующую формулу:

Td = Tx× ln(2)/ln(Nx/N0),

где Td – время удвоения клеточной популяции в тече-
ние расчетного периода времени; Tx – длительность 
культивирования; Nx– количество клеток через Tx;  
N0 – исходное количество клеток в культуре.

Определение продукции мРНК генов VEGF и SDF 
культурами ММСК. ММСК человека по 1,5×105 по-
мещали в лунки 6-луночного планшета, куда после 
их адгезии добавляли образцы ген-активированных 
остеопластических материалов, либо носителей без 
pl-VEGF, либо вносили только генные конструкции 
без носителей. Для определения уровня экспрессии 
гена VEGF из клеток на 1, 3, 5, 7, 10 и 12 сут. вы-
деляли общую РНК на колонках с помощью набора 
Pure Link RNA MiniKit (Invitrogen, США), согласно 
инструкции производителя. 

Осажденные клетки тщательно лизировали в 
объеме 350 мкл лизирующего буфера в присутствии 
1% β-меркаптоэтанола. Добавляли равный объем 
70% этанола, вортексировали и переносили на ко-
лонки. Центрифугировали 1 мин. при 12,4 тыс. об. 
мин. Сливали супернатант, добавляли на мембрану 
600 мкл промывочного раствора 1, центрифугиро-
вали 15 сек. при 12,4 тыс. об. мин. Затем убирали 
супернатант, добавляли на мембрану 500 мкл про-
мывочного раствора 2, центрифугировали при тех 
же условиях, убирали жидкость. Повторяли отмывку 
с промывочным раствором 2. Переносили колонки 
в новые пробирки и центрифугировали 1 мин. при 
12,4 тыс. об. мин. Переносили колонки в пробирки 
для сбора РНК. Непосредственно на мембрану вно-
сили 15 мкл воды без РНКаз, инкубировали 1 мин. 
при комнатной температуре, центрифугировали  
90 сек. при 12,4 тыс. об. мин. До дальнейше-
го применения пробы хранились при температуре 
-80°С. Далее проводили синтез первой цепи кДНК 
с помощью реактивов компании Promega (США). 
Относительный уровень экспрессии таргетных 
генов (VEGF и SDF) определяли по сравнению с 
экспрессией гена домашнего хозяйства β-актина  
с помощью набора для проведения ПЦР в реальном 
времени в присутствии SYBRGreenI и референсного 
красителя ROX (Синтол, Россия). Для выполнения 
ПЦР в реальном времени использовали праймеры, 
указанные в табл.

Определение продукции белка VEGF культурами 
ММСК. По 1,5×105 ММСК человека помещали в 
лунки 6-луночного планшета, куда после прикре-
пления клеток добавляли ген-активированные осте-
опластические материалы, генные конструкции без 
носителей, либо гранулы ОКФ без генных конструк-
ций. На сроках 1, 3, 5, 7, 10 и 12 сут. забирали об-
разцы среды (100 мкл) для последующего анализа. 
Измерения проводились в четырех повторениях на 
каждом сроке. В течение всех 12 сут. замена куль-
туральной среды не производилась. 
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Определение количества VEGF проводили в су-
пернатанте с использованием набора для иммуно-
ферментного определения концентрации VEGF Duo 
Set ELISA Development System (R&D Systems, США), 
согласно инструкции производителя. Оптическую 
плотность измеряли на микропланшетном спектро-
фотометре EL340 Microplate Reader Biokinetik (Bio-
Tech Instruments,  США) при длине волны 450 нм,  
с референсной длиной волны 490 нм. Построение ка-
либровочной кривой и обсчет данных проводили с по-
мощью программного обеспечения GraphPadPrizm5.

Статистический анализ

На первом этапе для статистического анализа 
полученных данных (количество живыхи мертвых 
клеток, численность клеток в культурах разных сро-
ков ко-инкубирования с материалами, уровни мРНК 
трансгенов, концентрация белка VEGF) были исполь-
зованы описательные методы: определение среднего 
значения (M), медианы (Me), среднего квадратиче-
ского отклонения (σ), стандартной ошибки среднего 
значения (m), межквартильного размаха (IQR), ниж-
него (LQ) и верхнего квартилей (UQ). Затем опре-
деляли соответствие распределения исследуемых 
количественных параметров закону нормального 
распределения с помощью критерия Шапиро-Уил-
ка. Учитывая непараметрическое распределение 
количественных признаков для одновременного 
сравнения более двух независимых групп был ис-

пользован непараметрический критерий Краскелла 
– Уоллиса, а для дальнейшего выявления различий 
между двумя независимыми группами – U-критерий 
Манна – Уитни с поправкой Бонферрони. Для срав-
нения количественных параметров на разных сроках 
в пределах одной группы применяли критерий Вил-
коксона. Во всех случаях уровень статистической 
значимости различий был принят за p<0,05. Для 
статистического анализа использовали программу 
Statistica 10.0 (StatSoft, США).

Результаты

Цитотоксичность

При оценке морфологии клеточных культур, ин-
кубированных с остеопластическими материалами, 
на светооптическом уровне были выявлены отличия 
в плотности монослоя ММСК. Так, на 5-е и 7-е сут. 
в контроле интактная культура характеризовалась 
большей плотностью, а в случае ко-инкубирования 
с ген-активированными материалами или гранулами 
ОКФ без плазмидных ДНК клетки сохраняли более 
дискретное положение. Кроме того, в эксперимен-
тальных группах и в контроле с ОКФ в культуральной 
среде было выявлено значительное количество ми-
крочастиц ОКФ, проникших через поры «transwell»-
системы, т.е. имевших диаметр менее 3 мкм. Часть 
гранул акцептировалась клетками, сохранявши-
ми при этом жизнеспособность и характерную для 
ММСК морфологию (рис. 1).

Таблица. Праймеры для выполнения ПЦР в реальном времени 

Ген Прямой праймер Обратный праймер

VEGF                 ACATTGTTGGAAGAAGCAGCCC                     AGGAAGGTCAACCACTCACACA

SDF-1                TGCCCTTCAGATTGTAGCCC                    CTGTAAGGGTTCCTCAGGCG

β-actin                CGCCCCAGGCACCAGGGC                    GGCTGGGGTGTTGAAGGT

Рис. 1. Микрочастицы ОКФ в культуре ММСК, инкубированной  
с исследуемыми материалами в течение 5 сут.: 
А – интактная культура ММСК; 
Б – OКФ; 
В – ОКФ/pl-VEGF; 
Г – OКФ/pl-VEGF165-SDF-1α. 
Ув. ×40 

А Б В

Г
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Ни в одном из случаев не было выявлено стати-
стически значимых различий в численности погиб-
ших клеток при сравнении с показателем интактной 
культуры ММСК. В нескольких случаях различия 
между экспериментальными группами были стати-
стически значимы. На крайнем сроке наблюдения 
доля погибших клеток в интактной культуре была не-
сколько выше, чем при ко-инкубировании с генными 
конструкциями, ОКФ и ОКФ/pl-VEGF (рис. 2). 

Влияние на пролиферацию ММСК

Добавление генных конструкций без ОКФ не вли-
яло на пролиферативную активность ММСК. Одна-
ко на сроке 3 сут. количество клеток в культурах, 
ко-инкубированных с ген-активированными матери-
алами и ОКФ, было меньшим, чем в контроле, хотя 

различия не были статистически значимы. Через  
5 сут. численность клеток в случае обоих вариантов 
ген-активированных материалов была статистически 
значимо меньшей, чем в интактной культуре, однако 
к 7 сут. показатели во всех группах выравнивались, 
а в случаях ОКФ и ОКФ/pl-VEGF даже несколько пре-
вышали значения в интактной группе (рис. 3). 

Средняя скорость удвоения интактных культур 
ММСК в исследовании составила 42,41±5,78 ч., 
что соответствует данным других исследователей 
[14]. Все материалы снижали пролиферативную 
активность клеток, однако различия с контрольной 
группой были статистически значимы только при 
сравнении с OКФ/pl-VEGF165-SDF-1α (p = 0,012). 
Средняя скорость удвоения в случае ОКФ соста-
вила 51,0±8,32 ч.; ОКФ/pl-VEGF – 47,18±4,54;  
OКФ/pl-VEGF165-SDF-1α – 57,49±3,71 ч.

Рис. 3. 
Количество ММСК  
в культуре (×103) 
на разных сроках 
культивирования  
при ко-инкубировании 
с остеопластическими 
материалами.
* различия при сравнении 
показателей с интактной 
культурой статистически 
значимы (p<0,05)

Рис. 2. 
Доля погибших клеток 
(%) на разных сроках 
культивирования  
при ко-инкубировании  
с остеопластическими 
материалами или 
генными конструкциями 
без матрикса-носителя.
* различия при 
сравнении показателей 
статистически значимы 
(p<0,05)

*

*

*

* *
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Специфическая активность ген-активированных 
материалов

Транскрипция терапевтических генов

На всех сроках наблюдения уровень мРНК 
гена VEGF в культурах, ко-инкубированных с ген-
активированными материалами, был выше эндо-
генного уровня транскрипции в интактных ММСК. 
Различия с контрольной группой были статистиче-
ски значимы практически на всех сроках наблюде-
ния. При этом добавление в среду культивирования 
только генных конструкций без матрикса-носителя и 
каких-либо агентов, повышающих трансфекцию, не 
приводило к изменению уровня мРНК VEGF. В то же 
время, даже ОКФ без биологически активных ну-
клеиновых кислот вызывал увеличение экспрессии 
гена VEGF, которое до 5 сут. наблюдения превыша-
ло показатель в группе с OКФ/pl-VEGF165-SDF-1α.  
Наибольший уровень транскрипции гена VEGF наб

людался на 5 сут. в случае ОКФ/pl-VEGF, затем 
определялось резкое снижение. В случае OКФ/pl-
VEGF165-SDF-1α пик экспрессии смещался вправо  
с достижением максимума на 10 сут. (рис. 4А). 

Уровень экспрессии гена SDF также был сопо-
ставимый в интактной культуре ММСК и при вне-
сении в культуральную среду исследуемых генных 
конструкций. Однако максимальное пиковое зна-
чение показателя было выявлено в группе OКФ/pl-
VEGF165-SDF-1α на 5 сут., статистически значимо от-
личающееся от интактной культуры (p = 0,016). При 
этом в случае OКФ/pl-VEGF165 также наблюдалось 
значительное увеличение уровня продукции мРНК 
SDF, но меньшее, по сравнению с OКФ/pl-VEGF165-
SDF-1α, и пиком на 10 сут. Динамика изменения экс-
прессии гена SDF в случае ОКФ и OКФ/pl-VEGF165 
была практически идентичной, с разницей лишь в аб-
солютных значениях: минимум на 5 сут. (не считая  
1 сут.) и пиком на 10 сут. (рис. 4Б).

Рис. 4. Уровни мРНК терапевтических генов VEGF (А) и SDF (Б) в культурах ММСК,  
ко-инкубированных с исследуемыми материалами.
* различия при сравнении с интактной культурой ММСК статистически значимы, p<0,05
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Анализ белковых продуктов терапевтических генов 

Через 3 сут. ко-инкубирования в случае ген-
активированных материалов и ОКФ наблюдался 
статистически значимо более низкий уровень про-
дукции белка VEGF, по сравнению с интактной куль-
турой ММСК. К 5 сут. показатели во всех группах 
практически выравнивались с незначительным 
превышением в случае OКФ/pl-VEGF165. Однако, 
начиная с 7 сут., максимальные значения наблю-
дались в случае OКФ/pl-VEGF165-SDF-1α, а также –  
pl-VEGF165-SDF-1α на крайней временной отмет-
ке. Уровень продукции белка в группах pl-VEGF165 
и OКФ/pl-VEGF165 лишь незначительно превышал 
показатель интактной культуры на сроках 7–12 сут. 
(рис. 5). 

Обсуждение

Ген-активированные остеопластические матери-
алы, составляющие альтернативу тканеинженерным 
костным графтам и материалам с факторами роста, 
приобретают все большую значимость в качестве 
потенциально эффективных изделий для костной 
пластики. Лишенные недостатков других активро-
ванных материалов [2], первые изделия с генными 
конструкциями, кодирующими терапевтические бел-
ки, в ближайшие годы, вероятно, будут внедрены  
в клиническую практику.

Начиная с 2010 г., основным компонентом раз-
рабатываемых нами ген-активированных матери-
алов была плазмидная ДНК, несущая ген VEGF –  
активное вещество препарата «Неоваскулген».  
В экспериментальных исследованиях in vitro и  
in vivo была показана их безопасность и выраженные 
остеоиндуктивные свойства. Благодаря ангиоген-
ному эффекту разработанные ген-активированные 
материалы обеспечивали формирование костного 
регенерата в центральной части критического де-
фекта теменной кости кролика уже с 15 сут. после 
имплантации, т.е. служили источником репаратив-
ного остеогистогенеза [15, 16]. К 90 сут. после опе-
рации достигалась полная консолидация дефектов. 
Успешные результаты 5 лет исследований привели  
к созданию двух вариантов ген-активированных 

остеопластических материалов, содержащих плаз-
мидную ДНК с геном VEGF и отличающихся матрик-
сом-носителем (композитный материал на основе 
коллагена и гидроксиапатита, ОКФ). Первое изде-
лие показало успешные результаты в инициативном 
клиническом исследовании [17], второе находится 
на стадии регистрационных клинических испыта-
ний (Разрешение федеральной службы по надзору 
в сфере здравоохранения №610/2016 от 05 июля 
2016). 

Однако, учитывая многогранность этиологических 
и патогенетических факторов остеогенной недоста-
точности, характерной для протяженных (объемных) 
костных дефектов, нерешенность проблемы лечения 
пациентов с такой патологией, обоснован поиск путей 
совершенствования ген-активированных материалов, 
одним из которых является использование генных 
конструкций с несколькими терапевтическими гена-
ми (в одной или разных векторных системах). Такое  
направление оптимизации уже реализовано в ряде 
экспериментальных исследований [2, 18–20].

Поставив задачу расширить ангиогенный механизм 
остеоиндуцирующего действия ген-активированного 
материала за счет способности индуцировать хоуминг 
малодифференцированных клеток-предшественниц 
остеобластов из системных источников, мы внес-
ли в состав его биологически активного компонента 
дополнительный трансген – SDF. До проверки реа-
лизуемости таких эффектов in vivo мы предприняли  
сравнительное исследование in vitro. 

Отсутствие статистически значимых различий по 
количеству погибших клеток в культурах ММСК, ко-
инкубированных с исследуемыми материалами, под-
твердило отсутствие цитотоксических свойств ген-
активированных изделий и их компонентов – ОКФ 
и плазмидных ДНК с одним (VEGF) или двумя те-
рапевтическими генами (VEGF-SDF). Иными слова-
ми, двухкассетные конструкции не компрометируют 
безопасность ген-активированных материалов, что 
коррелирует с данными других авторов [19]. Однако, 
как ОКФ, так и ген-активированные материалы в не-
которой степени снижали пролиферативную актив-
ность клеток in vitro, что может быть связано, в том 
числе, и с индукцией их дифференцировки, которая 

Рис. 5. 
Концентрация белка VEGF 
в культуральной среде 
(пг/мл) при ко-инкубации 
ММСК с исследуемыми 
материалами.
* различия при сравнении 
показателей с интактной 
культурой статистически 
значимы (p<0,05)

* **

*
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закономерно сопровождается снижением способно-
сти к митотическому делению. Такой эффект требует 
дальнейших исследований с определением фено-
типических проявлений дифференцировки ММСК 
под воздействием ОКФ и ген-активированных ма-
териалов. 

Продукция целого спектра биологически ак-
тивных веществ, таких как основной фактор роста 
фибробластов (bFGF), гепатоцитарный фактор роста 
(HGF), трансформирующий фактор роста-β (TGF-β), 
индуцированный гипоксией фактор (HIF) и др., бла-
годаря которым обеспечивается регуляция процес-
сов репаративной регенерации и ремоделирования 
тканей, характерна для ММСК. Известно, что куль-
тура ММСК костного мозга человека численностью 
1×106 клеток продуцирует около 750 пг/мл VEGF 
[21]. В этой связи, проявлением специфической ак-
тивности разрабатываемых ген-активированных ма-
териалов является повышение эндогенного уровня 
мРНК генов VEGF и SDF, а также терапевтического 
белка VEGF в культуральной среде.

На всех сроках наблюдения уровень мРНК 
гена VEGF в культурах, ко-инкубированных с ген-
активированными материалами, был выше эндоген-
ного уровня транскрипции в интактных ММСК. Такой 
эффект может быть обусловлен как специфической 
активностью генных конструкций, входящих в состав 
ген-активированных материалов, так и влиянием ма-
трикса-носителя. Чтобы дифференцировать перво-
причины эффекта были предусмотрены контроль-
ные группы с инкубацией культур ММСК с ОКФ без 
генных конструкций. Оказалось, что даже в случа-
ях матрикса без плазмидной ДНК уровень мРНК 
гена VEGF в клетках повышался, при этом различия  
с показателем интактной культуры были статистиче-
ски значимы на всех сроках, за исключением 7 сут.  
(рис. 4А). Причиной такого влияния ОКФ может 
являться гипоксический эффект, иные минорные 
неспецифические влияния на клетки, запускающие 
их компенсаторно-адаптационные механизмы, ха-
рактеризующие их реакцию на изменение микро-
окружения. С другой стороны, матрикс-носитель, 
содержащий фосфаты кальция, мог индуцировать 
дифференцировку клеток в остеобластическом на-
правлении. И в том, и в другом случае одним из фе-
нотипических проявлений изменения морфофунк-
циональной активности клеток является продукция 
ряда биологически активных веществ, в том числе 
VEGF [22, 23]. Однако только лишь неспецифиче-
ским влиянием матриксов нельзя объяснить повы-
шение уровня транскрипции гена VEGF культурами, 
ко-инкубированными с ген-активированными мате-
риалами, поскольку в этих случаях прирост мРНК 
гена VEGF был более существенным, по сравнению  
с ОКФ без генных конструкций. В ряде случаев, не-
смотря на малое количество повторений в группах  
(n = 4), различия были статистически значимы (рис. 
4А). Таким образом, повышение продукта транскрип-
ции гена VEGF в культурах ММСК было обусловлено как 
неспецифическим действием матриксов-носителей, 
так и специфической активностью плазмидной ДНК 
с геном VEGF, входящей в состав ген-активированных 
материалов. Пик транскрипции трансгена был вы-
явлен на 5 сут. в случае OКФ/pl-VEGF165 и 10 сут.  
в группе с OКФ/pl-VEGF165-SDF-1α. 

Важно, что наибольший уровень транскрипции 
гена SDF наблюдался в случае ген-активированного 
материала с двухкассетной плазмидной ДНК. Однако 

увеличение экспрессии этого гена было выявлено и 
в случае OКФ/pl-VEGF165 с пиком на 10 сут., что 
косвенно может свидетельствовать о наличии не-
которых связей в механизмах регуляции синтеза 
белков VEGF и SDF-1, возможном потенцирующем 
эффекте продукта транскрипции/трансляции гена 
VEGF на SDF или наличии общих для обоих генов 
транскрипционных факторов. Это предположение 
подтверждается данными других исследователей. 
В частности, известно, что в ряде случаев белок 
VEGF индуцирует секрецию SDF-1α [24], повышает 
уровень экспрессии мРНК гена SDF и его рецептора 
CXCR4 [25]. Биологический смысл такого эффекта 
может заключаться в привлечении и удержании в 
периваскулярных нишах ММСК костного мозга. 

В группах с внесением в культуральную среду 
только генных конструкций статистически значимых 
изменений в уровне мРНК трансгенов по сравне-
нию с интактной культурой ММСК не наблюдалось, 
что, вероятно, обусловлено низким уровнем транс-
фекции клеток. В данном исследовании осознанно 
не использовались агенты, повышающие уровень 
трансфекции, чтобы обеспечить максимальную 
приближенность к условиям in vivo. Повышение же 
уровня мРНК генов VEGF на SDF в группах с ген-
активированными материалами может быть связано 
с оптимизирующим влиянием матрикса-носителя 
на процесс поступления плазмидной ДНК в клетки. 
Так, широко известным является кальций-фосфат-
ный метод оптимизации трансфекции, основанный 
на применении хлорида кальция и растворов фос-
фатных буферов, которые формируют преципитаты 
фосфатов кальция, связывающие молекулы ДНК 
генных конструкций и поступающие в клетки за счет 
эндоцитоза [26]. Более того, уже выдвигались пред-
положения, что ген-активированные материалы, со-
стоящие из фосфатов кальция и плазмидной ДНК, 
обладают более высокой эффективностью трансфек-
ции [4], однако механизмы такого эффекта не были 
детализированы. В нашем исследовании только  
в группах с ген-активированными материалами и 
ОКФ на светооптическом уровне в зоне с клетками 
были обнаружены микрочастицы, расположенные 
как вне-, так и внутриклеточно (рис. 1). По всей 
видимости, эти микрочастицы диаметром менее  
3 мкм представляли собой преципитаты фосфатов 
кальция, которые связывали молекулы ДНК генных 
конструкций и поступали в клетки. Такое предпо-
ложение требует дальнейшего экспериментального 
обоснования. 

При оценке продукции терапевтического белка, 
было выявлено, что в течение первых трех суток  
в группах с остеопластическими материалами по-
казатель находился на уровне, значительно ниже 
контроля, что может быть обусловлено замедлени-
ем скорости удвоения клеточных популяций. Однако 
к пятым суткам концентрация VEGF во всех сериях 
выравнивалась, несмотря на большее количество 
клеток к данному сроку в интактной культуре и в слу-
чае ММСК, ко-инкубированных с генными конструк-
циями без ОКФ. Однако в дальнейшем, несмотря 
на повышение уровня мРНК трансгенов, накоплен-
ная концентрация белка VEGF в культуре в случае  
с OКФ/pl-VEGF165 лишь незначительно превышала 
показатель интактных ММСК. В то же время в груп-
пах с OКФ/pl-VEGF165-SDF-1α и даже pl-VEGF165-
SDF-1α наблюдался существенный прирост с до-
стижением статистической значимости различий 
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при сравнении с культурой ММСК на крайних сроках 
наблюдения. Такое несоответствие между уровнями 
транскрипции трансгенов и продукцией терапевтиче-
ского белка может быть связано с реализацией пост-
транскрипционных механизмов регуляции времени 
жизни мРНК [2]. Теоретически, благодаря таким 
механизмам трансфицированные клетки сохраняют 
нормальную реакцию на стимулы микроокружения 
и при отсутствии необходимости в терапевтическом 
белке могут нивелировать воздействие генной кон-
струкции, даже содержащей цитомегаловирусный 
промотор. Такое предположение подтверждают по-
лученные нами данные в части ген-активированного 
материала с плазмидной ДНК, несущей ген VEGF, 
однако в случае ОКФ/pl-VEGF165-SDF-1α статисти-
чески значимо больший уровень гена VEGF корре-
лировал с достоверно повышенной концентрацией 
белка VEGF. Выявление механизмов, факторов и ус-
ловий, которые привели к таким различиям, требуют 
дальнейших экспериментальных исследований. 

Заключение

Разработанные нами ген-активированные ма-
териалы и их компоненты – ОКФ, pl-VEGF165 и  
pl-VEGF165-SDF-1α – не обладают цитотоксически-
ми эффектами, однако снижали скорость удвоения 
клеточных культур. При этом ген-активированный 
материал ОКФ/pl-VEGF165-SDF-1α на 24,3% в 
большей степени снижал пролиферативную актив-
ность ММСК костного мозга человека in vitro, чем  

ОКФ/pl-VEGF165. Механизм такого влияния может 
быть обусловлен индукцией дифференцировки кле-
ток, что требует дальнейших исследований. 

Оба ген-активированных материала приводят  
к повышению уровня экспрессии трансгенов с пи-
ком на 5 сут., но в случае ОКФ/pl-VEGF165-SDF-1α 
дальнейшее снижение уровня мРНК более плавное и 
медленное, тогда как в группе с ОКФ/pl-VEGF165 – 
резкое. Вероятно, за счет матрикса-носителя из ОКФ 
увеличивается эффективность трансфекции клеток 
генными конструкциями, однако наибольший прирост 
продукции терапевтического белка VEGF наблюдалось 
в случае ОКФ/pl-VEGF165-SDF-1α при сравнении  
с ОКФ/pl-VEGF165, что может быть обусловлено раз-
личиями в посттранскипционных механизмах регуля-
ции полужизни мРНК трансгенов, кодируемых иссле-
дованными генными конструкциями. 

Таким образом, оба варианта ген-активи
рованных материалов подтвердили отсутствие ци-
тотоксичности и показали определенную биологи-
ческую активность. Для детализации механизмов 
специфического действия разработанных изде-
лий, причин выявленных эффектов и обоснования 
выдвинутых предположений требуются дальней-
шие исследования. 
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