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П Р О Б Л Е М Ы  И  Д О С Т И Ж Е Н И Я  Г Е Н Н О Й  Т Е Р А П И И  М У К О В И С Ц И Д О З А

Институт акушерства и гинекологии им.Д.О.Отга РАМН, Санкт-Петербург

С огласно современны м представлениям  генную те ­
рапию (ГТ) понимаю т как  введение нуклеиновы х ки с ­
лот в клетку  с целью воздействия на медицинский 
статус организм а и /и л и  лечени я болезни (К ау и 
соавт., 1997). С ущ ественно, что при этом сам ген уж е 
восприним ается как  новый ф арм ацевтический препа ­
рат для л ечен и я  не одного, а многих заболеваний, 
причем не только моногенных, но и мультифактори- 
альных, и лю бы х других патологических состояний.

Е стественно, что подобную перспективу вполне 
оцениваю т многие ведущ ие ф арм ацевтические фирмы, 
затраты  которы х на ГТ только в 1997 г. составили 
около181 млн долларов,а  в 1998 г. —  почти 250 млн 
долларов (M o ellin g , 1998). П ри этом ф инансирование 
исследований, равно как  и многие другие показатели , 
касаю щ иеся состояния ГТ в мире, безусловно, смещены 
в сторону СШ А. Т ак, согласно информации на сен ­
тябрь 1999 г. английского издательства Уайли и К0 
310 из 396 одобренны х для клинических испытаний- 
проектов ГТ вы полняю тся в СШ А и только 68 —  в 
Западной Европе (Ф ранция, В еликобритания, И талия, 
Германия и др.). К сож алению , ни одного сколько-ни ­
будь продвинутого и официально утвержденного генно ­
терап евти ческого  проекта кли нических испытаний в 
России или в стран ах  СНГ пока не сущ ествует. С ле ­
дует такж е  отм етить, что из 396 проектов 261 (6 5 ,9 % ) 
еще находится на ф азе I клинических испытаний 
(оценка токсичности генной конструкции); 133 — 
м еж ду ф азам и I / I I  (ограниченны е испы тания на не ­
больш ом контингенте больных) и только 2 проекта, 
касаю щ иеся лечени я опухоли мозга —  глиобластомы, 
на фазе III (ш ирокомасш табные клинические испытания 
в нескольких центрах). Вместе с тем по справедливому 
зам ечанию  одного из пионеров ГТ американского 
и сследователя  Ф рэн ча А ндерсона “за  исклю чением 
нескольких непроверенных случаев, ни один из протоко­
лов ГТ пока не оказался  успеш ным в лечении болезней 
ч ел о век а” {A nderson ,1998).

Реш аю щ ие успехи в области биотехнологии и мо­
лекулярной  биологии, в частности в изучении гена 
CFTR, позволили начать ш ироком асш табны е исследо ­

вания по разработке генно-инж енерны х подходов с 
целью лечения м уковисцидоза (M B ). И сследовани я в 
этом направлении ведутся особенно интенсивно в 
наиболее передовы х западны х стран ах  (СШ А, В ели ­
кобритания, Ф ранция). Так, наприм ер, в СШ А и 
Великобритании существуют утвержденны е протоколы 
клинических испытаний по генетической  терапии M B, 
в которы х задействованы  более 180 пациентов. При 
этом только в 1999 г. на кли нические испы тания по 
генной терапии M B затрачено  более 50 млн долларов!

Х отя при M B пораж ены  многие органы, см ертель ­
ный исход в 90— 9 5%  случаев наступает  вследствие 
пораж ен ия легких. П оэтом у именно они являю тся 
главным объектом  генной терапии этого заболеван ия. 
О чевидно, что если раньш е начать лечени е M B, то 
ожидаемый эф ф ект будет выше. Н а сегодняш ний день 
сущ ествует мнение, что оптимально начинать лечение 
еще до появления первых симптомов M B, т.е. возможно 
ещ е внутриутробно либо на начальны х стадиях про ­
явления заболевания.

Одной из важ ны х стратегий  в генной терапии 
легких при M B является  целенаправленн ая доставка 
гена в наиболее пораж енны е участки  ды хательного 
пути. Н аличие пробок слизи в ды хательном  эпителии 
при M B ум еньш ает эф ф ективность использования 
аэрозольного способа доставки  гена в ды хательны е 
пути, хотя этот способ введения счи тается  оптим аль ­
ным при доставке генетических конструкций в легкие.

К ак известно, ды хательны й эпителий обладает ком ­
плексом  серьезны х естественны х барьеров, преп ят ­
ствую щ их проникновению  введенного чуж еродного 
м атериала, вклю чая как вирусные, так  и не вирусные 
носители. К таким  барьерам  мож но отнести: 1) слой 
слизи, способный задерж ивать введенны е через ды ха ­
тельны е пути генные комплексы . С ледует отметить, 
что слизь у больных M B более густая за счет наруш ения 
транспорта ионов СГ ;2) гликокаликс, препятствующий 
достижению генетическим конструкциям бедной рецеп ­
торами апикальной мембраны эпители альн ы х клеток; 
3) “плотны е кон такты ” {tigh t ju n c tio n s)  между клет ­
ками дыхательного эпителия, непроницаемые для ком ­



плексов, несущ их генетические конструкции ( W alters 
и соавт ., 1999; W ang  и соавт ., 1998); 4 ) эндосома, 
в которую  ком плекс Д Н К  —  носитель попадает в 
результате эндоцитоза и где происходит его разруш ение 
литическим и  ф ерм ентам и лизосом  ; 5) ядерн ая м ем б ­
рана (Z a b n er и соавт ., 1995; T urner и соавт ., 1996); 
6) им м унная систем а, продуцирую щ ая ней трализую ­
щ ие ан ти тела к белкам  наруж ной оболочки вирусов 
(Z abner и соавт ., 1996).

Таким образом, для достиж ения эф фективной генной 

трансф екции  эп и тели альн ы х клеток  легких  in vivo  
долж ны  бы ть преодолены  внеклеточны е барьеры , осу ­
щ ествлена доставка вектора в цитоплазму и обеспечена 
последую щ ая транспортировка генетической  ко н ст ­
рукции в ядро.

Н е м енее важ н ы м  явл яется  вопрос уровня генети ­
ческой трансф екции , необходимого для ф енотипичес ­
кой коррекции хлорны х каналов. Н а сегодняш ний 
день известно, что 5 %  уровня эксп ресси и  гена CFTR  
уж е достаточн о для  5 0%  восстан овлен ия нормального 
транспорта ионов СГ (D orin и соавт ., 1996).

П роблем а д оставки  C FTR-гена в эпителиальны е 
клетки с целью получения правильной дозы необходи ­
мого белкового продукта, даю щ его терап евти чески й  
эф ф ект, до н астоящ его  врем ени не реш ен а и по сути 
продолж ает о ставаться  центральной проблемой во 
всех проектах по генной терапии. Трудность достиж ения 
этой цели,по образному выраж ению  Ф рэнча Андерсона, 
определяется тем, что “организм человека затратил 
много ты сяч  лет, чтобы защ итить себя от нападения 
ф акторов внеш ней среды, в том числе от чуж еродной 
Д Н К , пы тавш ей ся проникнуть в его геном ” (A n d erso n , 
1998). Е стествен н о , что преодоление этих  барьеров 
я в л яется  одной из важ н ы х проблем  на пути к успеш ­
ной ГТ М В.

В опы тах по генотерапии М В ш ироко использую тся 

как  вирусны е, так  и невирусны е векторы , а такж е 
комбинированные векторы: аденовирус-полилизин, ДНК- 
ком плексы , аденовирусы , ком плексы  аденовирусов и 
поликатионов, аденоассоциированны е вирусы , ретро- 
вирусы , липосом ы  и д аж е “голы е” плазмиды.

В настоящ ее  врем я вирусопосредованны й перенос 
считаю т наи более эф ф ективны м  способом доставки  
Д Н К  в клетки  м лекопитаю щ их in  vivo. Н аиболее часто 
использую т аденовирусы и аденоассоциированные ви ­
русы, однако, несм отря на вы сокий уровень тран сф ек ­
ции эп и тели альн ы х клеток,и спользование подобных 
конструкций им еет ряд  ограничений, а именно: дозо ­
зависим ы й иммунны й ответ и неп родолж и тельная эк с ­
прессия введенного в эпителий дыхательных путей гена. 
Кроме того, сущ ествует риск рекомбинации со штаммом 
“дикого ти п а ”, что м ож ет привести  к восстановлению  
способности к  репликации вируса, введенного человеку.

С мерть 18-летнего пациента Д .Г елъсингера  после 
введен ия аденовирусной конструкции с целью  лече ­
ния н аследственн ого  м етаболического  деф екта  в ок ­
тябре 1999 г.в СШ А резко  стим улировала ин терес к 
более безопасны м  невирусны м  носителям .

Н евирусны е способы  доставки  Д Н К  в клетки  м ле ­
копитаю щ их являю тся  альтерн ати вой  вирусопосредо-

ванному переносу. О тсутстви е иммунного ответа на 
невирусны е ком плексы  Д Н К  —  носи тель явл яется  
одним из преим ущ еств и сп ользован и я  невирусны х 
способов доставки  Д Н К  по сравнению  с вирусными. 
К основным недостаткам  этого способа доставки  на 
данны й момент остается  н и зкая  эф ф екти вн ость  тран с ­
ф екции in vivo, что сущ ественно огран и чи вает  прим е ­
нение их в эксп ери м ен тах  по генной терап ии. Д ля  
реш ения данной проблемы  исп ользую т м одифициро ­
ванные липосомные векторы, обладающ ие признаками 
вирусны х ч астиц  и сохраняю щ ие в то ж е  врем я 
полож ительны е свойства липосом .

В наш ей стране эксперименты  по разработке научных 
подходов генной терапии М В проводятсяв Л аборатории 
пренатальной диагностики НИИАГ им .Д .О .О тта РА М Н  

в кон такте с О тделом  генетики  и клеточн ой  биологии 
Университета Эразма Роттердамского (Роттердам, Гол­
ландия), с Группой по генной терап ии  м уковисцидоза 
B rom pton H osp ita l {London), а т ак ж е  с А ссоциацией 
по м уковисцидозу Ф ранции и Л аб оратори ей  по генной 
терапии м уковисцидоза в С трасбурге (Ф ран ц и я).

В последнее врем я в кач естве  и н тересны х и перс ­
пективны х носи телей  Д Н К  использую т син тетические 
полимеры, образую щ ие при определенны х условиях 
упаковки м икросф еры , назы ваем ы е так-ж е полимеро- 
сомы. Д анны е ком плексы  способны  (1) упаковы вать 

плазмидную  Д Н К  лю бы х разм еров, (2) биодеградиро- 
вать, (3) проникать в клетки  и ядра, (4 ) не вы зы вать 
иммунного ответа  {D ischer и соавт ., 1999).

Э ф ф ективность тансф екции  различны х носи телей  
исследуют с использованием так называемых маркерных, 
или репортерны х, генов (ген ети чески х  конструкций, 
содерж ащ и х экспрессирую щ иеся последовательности  
таких  генов, как  LacZ , Green или гена лю цеф еразы ).

В наш их опытах in vivo  с использованием  комплекса 
синтетического полимерного носителя V S S T 25  и плаз ­
мидой pH SA D y, м еченной FITC (внутрим ы ш ечное вве ­
д ен ие), было установлено, что уж е в течен и е первых 
суток ком плексы  V S S T 25  —  pH S A D y разн осятся  
кровью  и попадаю т в различны е ткан и  и органы 
(сердце, легкие и др .), причем  зн ач и тел ьн ая  часть 
ком плексов вклю чается  в ядра клеток  и сохран яется  
там  в течени е 2 последую щ их м есяц ев  {B aranov и 
соавт ., 1999).

У читы вая высокую  проникаю щ ую  способность по ­
лимерных синтетических комплексов V S S T 25  —  ДНК, 
нами исследована возм ож н ость исп ользован ия дан н о ­
го носи теля в кач естве  средства  доставки  ген ети чес ­
ких конструкций в клетки  ды хательного  эп ители я 
легких мышей после однократного внутрин азальн ого  
введения. П роведена оценка эф ф екти вн ости  эк сп р ес ­
сии двух разны х плазм ид, содерж ащ и х м аркерны й ген 
LacZ под цитом егаловирусны м  промотором (pCM V - 
LacZ —  с ци топ лазм атической  и pC M V -nlsL acZ  —  с 
ядерной локализац ией  продуктов гена), после внутри ­
назального  введения in vivo  в составе  полим ерны х 
ком плексов.

Как следует из полученных данных, во всех изученных 
ткан ях  (эп ители й носа, трахея , легки е) р-галактози- 
дазная активность через 24 ч после введения комплекса



У 5 5 Т 2 5  —  р С М У Ь асг  оставалась на уровня фона, 
т.е. соответствовала таковой у  интактны х мышей. 
М аксимальная экспрессия Бас7-гена во всех изученных 
тканях зарегистрирована на 7-й и 14-й день, при этом 
уровень р-галактозидазной  активности на 25— 30%  
превышает контрольный уровень (введение “голой” плаз ­
миды р С М У Ь ас2 ). В дальнейш ем , однако, экспрессия 
прогрессивно сн и ж ается , но д аж е на 60-й день оста ­
ется достоверно выш е фона (р < 0 ,0 1 ). Н аиболее вы со ­
кие п оказатели  р-галактозидазной активности (до 60 
ООЕ) зарегистрированы  в легких подопытных мышей 
на 14-й день после введения.

В эксп ери м ен тах  по введению  “голой” плазмиды 
динамика экспрессии Ьас2-гена несколько другая. Уже 
через 24 ч активность Р-галактозидазы  достоверно (в 
среднем на 4 0 % , р < 0 ,0 5 ) повы ш ается во всех  изучен ­
ных тканях . В дальнейш ем , однако, она быстро сни ­
ж ается ,п р и б л и ж аясь  к уровню интактного контроля 
уж е к 3-й неделе после введения.

Больш ой ин терес  п редставляет анализ не только 
количественны х х ар актери сти к  экспрессии Ь ас2-гена, 
но и изучение локализац ии  продукта маркерного гена 
в различны х отделах легкого. С этой целью на крио- 
статны х ср езах  легких нами исследована локализации 
р-галактозидазы  —  продукта гена Ь а с г  через 14 дней 
после введения. Ярко-синяя окраска свидетельствовала 
о высокой концентрации м аркерного белка р-галак ­
тозидазы в цитоплазме эпителиальных клеток бронхиол 
и альвеол, что позволяло говорить о высоком уровне 
экспрессии гена Ь ас2  после внутриназального введе ­
ния ком плекса У 5 5 Т 2 5  —  рС М У Ъ ас2. Н аличие спе ­
цифической синей окраски зарегистрировано и на 
тотальны х преп аратах  легких подопытных мышей при 
том ж е сроке экспозиции (14 дней).

Еще более убедительны е результаты  гистохим ичес ­
кого ан али за  получены  в эксперим ентах  с плазмидой 
р С М У -п ^ Ь а с г , характеризую щ ей ся специф ической 
внутриядерной локализацией р-галактозидазы. Н а 14-й 
день после введения ком плекса У 5Б Т 25  —  рСМ У- 
п1зБас7 ядра альвеолярн ы х клеток окраш ивались в 
интенсивно синий цвет, что доказы вало активную  
экспрессию гена La.cZ. При этом доля альвеол, экспрес ­
сирующих р-галактозидазу, в среднем составила около 3% .

П олученны е результаты  свидетельствую т о том, что 
м аркерны й ген L a cZ  в составе различны х эксп ресси ­
рующихся конструкций, доставленный внутриназально 
с помощью м икросф ер в ды хательны е пути лаборатор ­
ных мыш ей, способен к трансф екции эпителиальны х 
клеток носа, трахеи , бронхов и д аж е бронхиол и 
альвеол. П ри этом динам ика экспрессии  гена L a cZ  в 
ком плексе с м икросф ерам и обнаруж ивает характер ­
ные особенности: она м едленно н арастает  во всех 
изученны х тканях , достигает максимума к 7— 14 дню 
и, затем  постепенно сн и ж ается , остается , однако, 
вполне реальной д аж е спустя 2 мес после введения. 
П ри введении “голой” плазмиды рС М У  Ь ас2  м акси ­
мумы экспрессии  гена Ь ас2  приходятся уж е на 1-е 
сутки после введения, после чего ее интенсивность 
бы стро падает. П одобный “пролонгированны й” вари ­
ант экспрессии  генной конструкции, доставленной

микросферами, ранее нами зарегистрирован  в опытах 
in vivo  после введения к Д Н К  гена дистроф ина в 
мышцы (B aranov и соавт ., 1999) и, по-видимому, 
определяется необходимостью по крайней мере частич ­
ного внутриядерного растворен ия м икросф ер, преж де 
чем содерж ащ иеся в них конструкции стан овятся  
доступными для транскрипции.

С пециальны е серии опытов были проведены по 
исследованию  возм ож ности трансф екции эм бриональ ­
ных клеток при внутриам ниотическом  либо внутри- 
брюш инном введении маркерного LacZ- гена в составе 
микросф ер мышам на 17— 18-й день берем енности . 
Учет результатов проводился на плодах и новорож ­
денных. А ктивная экспрессия м аркерного гена зар е ­
гистрирована в легких, киш ечнике и других органах 
после внутриам ниотического введения. Н аличие в 
плодных тканях  Д Н К  гена CFTR, определяем ое с 
помощью полимеразной цепной реакции, при внутри- 
брюш инном введении указы вает на способность м ик ­
росфер, содерж ащ их генетические конструкции, про ­
никать через плацентарны й барьер и достигать ткани  
плода. Этот принципиально новый ф акт засл у ж и вает  
серьезного внимания.

Н евзирая на обнадеживающ ие результаты , получен ­
ные в результате использования полимерных микросфер, 
данный носитель оказался  нелиш енны м некоторы х 
недостатков. П ри доставке генетических конструкций 
с использованием полимерных микросфер, наблюдалась 
вы раженная вариабельность трансфекции, что отчасти, 
по-видимому, было связано  со значительной деграда ­
цией плазмидной Д Н К  в процессе упаковки генов в 
полимерный носитель. В озм ож но, именно п овреж де ­
нием Д Н К  в м икросф ерах мож но объясн ить явное 
несоответствие м еж ду высокой эф ф ективностью  ядер- 
ной доставки генетических конструкций с помощью 
м икросфер и сравнительно невы соким уровнем  эксп ­
рессии. И злиш не плотная упаковка Д Н К -конструкций 
в микросферы  такж е могла оказы вать негативное 
влияние на эф ф ективность транскрипции введенны х 
генов. В 2000 г. были синтезированы  несколько новых 
модификаций полимерного носителя, использовавшегося 
для сборки полимерных микросфер. К ак показы ваю т 
наши предварительные результаты, значительная часть 
таких  микросфер, несм отря на изм енения химической 
структуры  полимера, продолж ала обеспечивать эф ­
фективную ядерную доставку генов. И спытания данных 
носителей в эксперим ентах  in vitro  и in v ivo  продол ­
ж аю тся.

В настоящ ее врем я, помимо полим ера V SST 25 и его 
производных, мы проводим исследования новых классов 
невирусных носителей, таких как “звездообразны е” по ­
лимерно-белковые конъюгаты, содерж ащ ие фрагменты 
карбоцепны х и гетероцепны х полимеров, обесп ечива ­
ющих упаковку ДН К за счет полимерного поликатион- 
ного фрагмента и ее целевой транспорт за счет белкового 
компонента. У ж е испытаны “звездообразн ы е” карбо- 
цепные полимерные конъюгаты на основе трансферрина 
(TF-N BU ), в которы х карбоцепной поликатионны й 
блок одноточечно связан  с модифицируемым белком. 
П редполож ительно карбоцепной поликатионны й фраг ­



мент конъю гата отвечает  за  ком плексообразование с 
Д Н К , а белковы й ком понент конъю гата обеспечивает 
н аправленны й транспорт ком плекса к соответствую ­
щим клеткам  и его прохож дение через клеточную  
мембрану. В настоящ ее врем я проводятся опыты по 
трансф екции  in vivo  и уж е отобраны  некоторы е пер ­
спективны е носители.

С уммируя вы ш есказанное, мож но отметить, что 
п ервон ачальная надеж да на эф ф ективное лечение М В 
с помощью генной терапии пока не оправдалась. 
О днако в н астоящ ее врем я у ж е  хорош о известны  все 
трудности на этом пути, намечены  реальны е подходы 
к их устранению , извлечено много полезны х уроков. 
В се это внуш ает уверенность ученым и специалистам  
в области М В в реальность генной терапии этого 
тяж елого заболевания. П роизойдет ли это в ближайш ем 
будущем или несколько позж е оценить трудно. Однако 
гигантские м атери альн ы е ресурсы  и огромные ум ­
ственны е усилия, брош енны е на реш ение данной про ­
блемы, вселяю т оптимизм.
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Ф И З И О Т Е Р А П И Я  (Л Е Ч Е Б Н А Я  Ф И ЗК У Л Ь Т У Р А  И  К И Н Е З И Т Е Р А П И Я ) У 

Б О Л Ь Н Ы Х  М У К О В И С Ц И Д О З О М

Детский госпиталь “Great Ormond Street”, Лондон

Ф и зи отерап и я  (западны й термин, которы й в рос ­
сийской медицине соответствует объединению  двух 
понятий —  леч еб н ая  ф изкультура и ки незитерапи я) 
явл яется  неотъем лем ой составляю щ ей ком плекса л е ­
чебны х м ероприятий , показанны х пациентам  с муко- 
висцидозом (М В). З а  последние годы было разработано 
м нож ество  различны х м етодик ф изиотерапии , кото ­
рые ш ироко при м ен яю тся в мировой практике:
—  М етоди ки активного цикла ды хания (A ctive  cycle  

o f b rea th ing  techniques — A C B T );
—  А утогенны й дрен аж  (A utogen ic  dra inage — AD);
—  К онвенциональная физиотерапия в области грудной 

клетки (Conventional chest physiotherapy  — ССРТ);
—  Ф и зи чески е упраж нения;
—  Высокочастотная осцилляция грудной клетки (H igh  

frequency chest w a ll o scilla tion  — H F C W O );
—  В нутрилегочн ая перкусси онная вентиляция (In- 

trapu lm onary percussive ven tila tio n  — IPV);

—  У стройства для  осцилляторного повы ш ения д ав ­
ления на выдохе:
ф латтер  (F lu tte r) 
корнет ( C ornet)

—  П олож и тельное давлен ие на выдохе (P ositive  ex ­
p ira tory pressure  — PEP);

—  PEP  с высоким давлением  (H igh  pressure PEP — 
HPEP).

К о н вен ц и о н ал ьн ая  к и н ези тер ап и я  
в области  грудн ой  к л етки

ССРТ  —  пассивн ая (в сравнени и с постуральны м  
дрен аж ем  —  РО) м ануальная м етодика (п е р к у с с и я / 
вибрация), которая  м о ж ет  вклю чать ряд  ды хательны х 
упраж нений . Р й  п редусм атривает определенное поло ­
ж ен и е тела пациента, при котором  сила гравитации 
способствует д р ен аж у  секрета  из определенных обла ­
стей легких. Сообщ ается, что применение РО  в качестве


