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трансдукции (применение поликатион декстрана 
[5], поликатион полибрена [6], протамин сульфата 
[7] и др.), однако эти методы обладают рядом недо-
статков, препятствующих их применению в клинике. 
В связи с этим, остро стоит вопрос поиска новых 
эффективных и биологически безопасных методов 
генетической модификации клеток.

Гистоновые и другие ядерные белки могут слу-
жить эффективными векторами для переноса генов 
в клетки. Трансфекция эукариотических клеток ком-
плексами нуклеиновых кислот с гистонами (гистоно-
фекция) эффективно проходит с различными пред-
ставителями семейства гистонных белков [8–16]. 
Механизм гистонофекции рассмотрен ранее в обзоре 
[17]. Рекомбинантный гистон Н1.3 в составе препа-
рата «Онкохист» уже прошел в Европе I стадию кли-
нических испытаний, доказавших его безопасность, 
а также косвенно подтвердивших эффективность при 
лечении острого миелоидного лейкоза и неходжкин-
ской лимфомы. Гистон H1.3 имеет выраженный по-
ложительный заряд, как и поликатион полибрена и 
протамин сульфат, что, предположительно, может 

Новым подходом, потенциально способным по-
высить эффективность генной и клеточной терапии, 
может стать использование генетических векторов 
на основе вирусов. Широкое применение в генной 
терапии нашли векторные системы на основе ретро-
вирусов, разрешенные для клинического применения 
[1–4]. В настоящее время активно исследуются лен-
тивирусы (сложные ретровирусы), которые способны 
инфицировать как делящиеся, так и не делящиеся 
клетки. Несмотря на это, применение вирусов огра-
ничено в связи с их потенциальной онкогенностью 
и иммуногенностью. Комбинирование генной и кле-
точной терапии повышает эффективность переноса 
генетического материала, позволяет избежать им-
мунного ответа, ограничивающего введение вирус-
ных векторов напрямую в ткани реципиента, а также 
способствует продлению терапевтического эффекта. 
Однако большинство существующих методов генети-
ческой модификации клеток in vitro имеют низкую 
эффективность или высокую токсичность.

На сегодняшний день используют различные 
подходы для повышения эффективности вирусной 
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Лентивирусные векторы широко применяют в генетиче-
ской модификации клеток человека и животных (лентиви-
русная трансдукция) для повышения их терапевтического 
потенциала за счёт экспрессии рекомбинантных протектор-
ных и трофических факторов. Генетическая модификация 
клеток in vitro или ex vivo позволяет достичь специфич-
ности вирусной трансдукции, так как модифицированными 
оказываются лишь клетки, с которыми проводят манипу-
ляции в лабораторных условиях. Кроме того, введение ге-
нетически модифицированных клеток, а не чистого вируса, 
позволяет исключить попадание свободных вирусных частиц 
в организм реципиента. Такой подход позволяет контроли-
ровать продукцию терапевтических генов, иммуногенность 
вирусных векторов и вирусную трансдукцию. На сегодняш-
ний день используют различные подходы для повышения 
эффективности лентивирусной трансдукции (поликатионы, 
протамин сульфат и др.), однако эти методы имеют низкую 
эффективность или высокую токсичность. В работе впер-
вые показано, что рекомбинантный гистон Н1.3 повышает 
эффективность лентивирусной трансдукции более чем в 
2 раза и не оказывает токсического действия на клетки-
мишени в широком диапазоне исследуемых концентраций.

Ключевые слова: гистон H1.3, лентивирусы, ретрови-
русы, трансдукция, цитотоксичность.

Lentiviral vectors are widely used in genetic modification 
of human and animal cells (lentiviral transduction) to enhance 
their therapeutic potential by expression of recombinant 
protective and trophic factors. Genetic modification of cells in 
vitro or ex vivo achieves the specificity of viral transduction, 
as modified are just cells that have been manipulated in 
the laboratory. In addition, the introduction of genetically 
modified cells, but not pure virus, helps to avoid introduction 
of viral particles into the body of the recipient. This approach 
allows us to control the expression of therapeutic genes, the 
immunogenicity of viral vectors and viral transduction. To 
date, different approaches are used to improve the lentiviral 
transduction (polycations, protamine sulfate, etc.), but these 
methods suffer from limited efficacy or high toxicity. For the 
first time we demonstrated that the recombinant histone 
N1.3 increases the efficiency of lentiviral transduction by 
more than 2 times and has no toxic effect on target cells in 
a wide range of concentrations studied.

Key words: histone H1.3, lentiviruses, retroviruses, 
transduction, cytotoxicity.
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ные компоненты рекомбинантного вируса: оболочеч-
ная плазмида pCMV-VSV-G (AddGene № 8454), упа-
ковочная плазмида psPAX2 (AddGene № 12260) и 
векторная плазмида pWPT-GFP (AddGene № 12255). 
Трансфекцию осуществляли стандартным кальций-
фосфатным методом [20].

Трансдукция клеток линии HeLa рекомбинантным 
лентивирусом. Клетки линии HeLa культивировали 
в 24-луночном планшете до плотности клеточно-
го монослоя 50%. Далее клетки инфицировали 
рекомбинантным лентивирусом GFP-LV, экспрес-
сирующим GFP. Для этого к клеткам HeLa добав-
ляли рекомбинантный лентивирус, или смесь лен-
тивируса с гистоном Н1.3, или смесь лентивируса  
с протамин сульфатом. Гистон Н1.3 «Онкогист» 
добавляли в лунку в количестве 125 мкг на 500 
мкл среды (конечная концентрация 250 мкг/мл). 
Протамин сульфат добавляли в лунку в количестве  
5 мкг на 500 мкл среды (конечная концентрация  
10 мкг/мл). Клетки инкубировали в течение 48 ч, 
после чего определяли степень инфицирования кле-
ток рекомбинантным лентивирусом по экспрессии и 
флуоресценции GFP на проточном цитометре Guava 
easyCyte 8HT (Millipore, США) и на инвертирован-
ном флуоресцентном микроскопе AxioOberver.Z1 
(Carl Zeiss, Германия).

Результаты и обсуждение

Эксперименты по исследованию цитотоксично-
сти гистона Н1.3 на клетки линии HeLa показали, 
что в широком диапазоне исследуемых концен-
траций гистон Н1.3 не оказывает токсического 
действия на культуру клеток HeLa. Гистон Н1.3 в 
концентрациях 50 мкг/мл и 250 мкг/мл не оказы-
вал токсического действия на жизнеспособность 
клеток линии HeLa на протяжении 72 ч. инкубации. 
Добавление 1000 мкг/мл гистона Н1.3 оказывало 
токсический эффект на клетки, начиная с 24 ч ин-
кубации. Их жизнеспособность была статистически 
значимо ниже по сравнению с контролем без до-
бавления гистона Н1.3 (рис. 1). Для дальнейше-
го исследования влияния гистона Н1.3 на ленти-
вирусную трансдукцию была выбрана нетоксичная 
концентрация – 250 мкг/мл.

приводить к повышению вирусной трансдукции по 
схожему механизму действия. Таким образом, био-
логически безопасный рекомбинантный гистон Н1.3 
может стать эффективным заменителем известных 
ранее катионных препаратов для повышения эффек-
тивности вирусной трансдукции.

Целью работы явилось исследование влияние  
рекомбинантного гистона Н1.3 на эффективность 
инфицирования (трансдукции) клеток рекомбинант-
ным лентивирусом.

Материал и методы

Культуры клеток. Все работы с культурами кле-
ток проводили в стерильном ламинарном боксе  
с соблюдением общепринятых правил работы в лабо-
ратории II класса биобезопасности. Эмбриональные 
клетки почки человека HEK-293T (ATCC, CRL-11268) 
и клетки линии HeLa (ATCC, CCL-2) культивировали в 
среде Игла, модифицированной по методу Дульбекко 
(Sigma, США), с добавлением 10% сыворотки крови 
плодов коровы (Sigma, США), 2 мM L-глутамина и 
1% смеси антибиотиков пенициллина и стрептоми-
цина (Sigma, США). Клетки инкубировали при 37°С 
во влажной атмосфере, содержащей 5% CO2. Пе-
ресев клеток проводили при плотности клеточного 
монослоя 90% с применением 0,25% раствора 1х 
трипсина-ЭДТА (Sigma, США).

Определение цитотоксичности гистона Н1.3. 
Цитотоксичность гистона Н1.3 определяли колори-
метрически MTS-тестом [18, 19] с помощью реа-
гента CellTiter 96® AQueous MTS Reagent Powder 
(Promega, США) на планшетном анализаторе CERES 
900HDi (Bio-TekInstruments Inc., США) через 24, 48 
и 72 ч. после добавления гистона H1.3 в концентра-
ции 50, 250 и 1000 мкг/мл к клеткам линии HeLa (в 
4-х повторностях). Оптическую плотность измеряли 
при длине волны 490 нм. Статистический анализ 
проводили с помощью программы Microsoft Excel 
2007, используя t-критерий Стьюдента.

Получение рекомбинантного лентивируса. Реком-
бинантный лентивирус (GFP-LV), экспрессирующий 
зеленый флуоресцентный белок (green fluorescent 
protein, GFP), получали с помощью котрансфекции 
клеток НЕК-293Т плазмидами, кодирующими раз-

Рис. 1. 
Цитотоксичность гистона 
Н1.3 на клетки линии HeLa. 
Определение жизнеспособности 
с помощью MTS-теста через 
24, 48 и 72 ч инкубации  
с гистоном Н1.3.  
Конт. – контроль без добавления 
гистона Н1.3; 50, 250,  
1000 – концентрации гистона 
Н1.3 (мкг/мл) в эксперименте. 
Результаты представлены 
в виде среднего значения  ± 
стандартное отклонение (n = 4)
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тамин сульфата 9,21% клеток HeLa обладали флуо-
ресценцией (рис. 2Б). При лентивирусной транс-
дукции с добавлением протамин сульфата 12,73% 
клеток обладали зеленой флуоресценцией (рис. 
2В). Таким образом, добавление протамин сульфата 
повысило эффективность вирусной трансдукции на 
38,22% по сравнению с GFP-LV без добавок. Обра-
ботка клеток рекомбинантным гистоном Н1.3 перед 
лентивирусной трансдукцией не привела к увеличе-
нию эффективности трансдукции, при этом только 
8,16% клеток обладали флуоресценцией (рис. 2Г). 
Обработка клеток рекомбинантным гистоном Н1.3 
после лентивирусной трансдукции повысила эффек-
тивность вирусной трансдукции на 213,59% по от-
ношению с GFP-LV без добавок. При этом 27,19% 
клеток обладали флуоресценцией (рис. 2Д). При 
трансдукции смесью рекомбинантного лентивируса 
GFP-LV и рекомбинантного гистона Н1.3 23,75% 
клеток обладали флуоресценцией. Таким образом, 
смесь GFP-LV с Н1.3 повысила эффективность ви-
русной трансдукции на 186,57% по сравнению с 
GFP-LV без добавок (рис. 2Е).

Таким образом, показано, что рекомбинантный 
гистон Н1.3 повышает эффективность лентивирус-
ной трансдукции более чем в 2 раза и не оказывает 
токсического действия на клетки-мишени в широком 
диапазоне исследуемых концентраций.

В работе использовали рекомбинантный ленти-
вирус GFP-LV на основе ВИЧ-1, экспрессирующий 
GFP. На рис. 2 приведены данные проточной ци-
тофлуориметрии клеток, трансдуцированных реком-
бинантным лентивирусом GFP-LV. Культуру клеток 
или раствор лентивируса обрабатывали рекомби-
нантным гистоном Н1.3 в различных комбинациях.  
Эффективность вирусной трансдукции определяли 
по экспрессии репортерного гена gfp. Ген gfp входит 
в состав генома рекомбинантного лентивируса и, в 
данном случае, ведёт себя как типичный вирусный 
ген. Для экспрессии лентивирусных генов необхо-
димо, чтобы провирус встроился (интегрировался) 
в геном клетки хозяина. После встраивания в геном 
клетки хозяина начинается экспрессия вирусных 
генов – транскрипция мРНК и трансляция белка. 
Таким образом, наличие зеленой флуоресценции 
клеток свидетельствует об успешной вирусной 
трансдукции.

В связи с тем, что популяция клеток облада-
ет естественной гетерогенностью по уровню авто-
флуоресценции, пороговое значение флуоресценции 
было выбрано таким образом, что 99,5% клеток 
считались не флуоресцирующими, а 0,5% клеток, 
соответственно, считались ложно-положительными 
по флуоресценции (рис. 2А). После лентивирусной 
трансдукции без добавления гистона H1.3 или про-
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