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Rheumatoid arthritis (RA) is a serious systemic disease 
of connective tissue, mainly affecting joints but also  
with different extra-articular manifestations. In the 
course of RA the degenerative changes occur in 
cartilage surfaces of affected joints and also in sub-
chondral bone tissue, joints get deformed and lose 
their mobility. RA affects about 1 % of the global 
human population. Biological therapy with recombi-
nant protein inhibitors of inflammatory cytokines is 
an effective and well-accepted treatment of RA. TNF in-
hibitors such as recombinant receptors or monoclonal 
antibodies are the most widely used biotherapeutics 
in clinical practice. However, this treatment has some 
serious side effects. The patients treated with TNF 
inhibitors are more susceptible to infection diseases, 
they are also at higher risk of developing neoplastic 
or autoimmune disorders. Biotherapeutics become 
less effective or even lose their efficiency with evoking 
specific antidrug antibodies. These drawbacks are in 
general associated with repeated systemic injections 
of large amounts of recombinant protein required 
to achieve the therapeutic efficacy. Genetic therapy 
might provide a good and effective solution. Viral 
genes coding for immunomodulatory factors could be 
used to create new gene therapy products to treat RA 
and other human disease. Poxviruses, as compared to 
other viral families, have an unprecedentedly rich set 
of such immunomodulatory genes. In particular, they 
have genes encoding TNF-binding proteins. Previously 
in a variety of laboratory models we have shown that 
recombinant TNF-binding protein CrmB can effectively 
block TNF. In this work we demonstrated that candi-
date antirheumatic genotherapeutic plasmid construc-
tions encoding poxviral TNF-binding proteins have low 
immunogenicity.
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Ревматоидный артрит (РА) – тяжелое системное заболевание соеди-
нительной ткани с преимущественным поражением суставов по 
типу хронического прогрессирующего эрозивно-деструктивного 
полиартрита и внесуставными проявлениями. При РА разрушают-
ся хрящевые поверхности суставов, наблюдаются дегенеративные 
изменения подхрящевой костной ткани, нарушается подвижность 
суставов, происходит их деформация. РА страдает около 1 % чело-
веческой популяции. Эффективный способ лечения РА – биологи-
ческая терапия с помощью рекомбинантных белков-антагонистов 
воспалительных цитокинов. Наиболее широко в клинической 
практике используют ингибиторы фактора некроза опухолей 
(TNF – tumor necrosis factor) – рекомбинантные TNF-рецепторы и 
антитела к TNF. Однако эти методы лечения не лишены побочных 
эффектов. Отмечается повышенная восприимчивость пациентов к 
инфекционным заболеваниям, увеличивается риск развития онко-
логических и аутоиммунных патологий. Кроме того, часто проис-
ходит снижение эффективности лечения из-за развития иммунно-
го ответа на терапевтический белок. Побочные эффекты связаны с 
регулярным системным введением больших доз рекомбинантного 
белка, одним из способов решения этой проблемы может стать 
генная терапия. Основой новых генотерапевтических препа ратов 
для лечения РА и других заболеваний человека могут стать гены 
различных вирусов, кодирующие разные иммуномодулиру - 
ющие белки. Поксвирусы обладают беспрецедентным по сравне-
нию с вирусами других семейств набором генов, продукты кото-
рых эффективно модулируют защитные функции организма хозяи- 
на. В частности, в геномах ортопоксвирусов есть гены, кодирую-
щие TNF-связывающие белки. Ранее в различных лабораторных 
моделях было показано, что рекомбинантный TNF-связывающий 
белок CrmB является эффективным блокатором TNF. Эффектив-
ность лечения может снижаться из-за развития иммунного ответа 
на терапевтический белок, поэтому такие препараты должны обла-
дать низкой иммуногенностью. В настоящей работе показано, что 
кандидатные антиревматические генотерапевтические плазмид-
ные конструкции, кодирующие поксвирусный TNF-связывающий 
белок, обладают гораздо меньшей иммуногенностью по сравне-
нию с белковыми препаратами.

Ключевые слова: ревматоидный артрит; иммуногенность; 
генотерапия; ортопоксвирусный TNF-связывающий белок.
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Ревматоидный артрит (РА) – системное аутоиммунное 
заболевание соединительной ткани с преимуществен-
ным поражением суставов по типу хронического 

прогрессирующего эрозивно-деструктивного полиар три-
та и внесуставными проявлениями. РА страдает около 
1 % человеческой популяции. При отсутствии лечения 
(неоптимальном лечении) разрушаются хрящевые по-
верхности суставов, отмечаются дегенеративные изме-
нения подхрящевой костной ткани – нарушается подвиж-
ность суставов, происходит их деформация (Brasington 
et al., 2010).

При терапии РА основными мишенями являются вос-
палительные цитокины, и прежде всего фактор некроза 
опухолей (TNF), один из основных медиа торов этого забо-
левания. Наиболее распространенная и эффективная стра-
тегия биологической терапии – использование препаратов 
на основе антител к TNF (адалимумаб, инфликсимаб) или 
растворимого TNF-ре цептора (этанерцепт) (Venkatesha 
et al., 2015). Однако биологическая терапия имеет ряд 
недостатков: повышается восприимчивость пациентов к 
инфекционным заболеваниям, увеличивается риск раз-
вития онкологических и аутоиммунных патологий (Lee 
et al., 2010; Sfikakis, Tsokos, 2011), требуется многократ-
ное системное введение больших доз рекомбинантного 
белка (Lee et al., 2010; Evans et al., 2013; Drutskaya et al., 
2014). Поэтому в настоящее время актуальна разработка 
методов генной терапии, основанной на введении тера-
певтических генов. Один из способов доставки – введе-
ние плазмид, содержащих гены, кодиру ющие иммуно-
модулирующие белки (Li, Huang, 2006; Не помня щих  
и др., 2016). 

Вирусы в процессе своей эволюции выработали различ-
ные стратегии преодоления защитных реакций организ-
ма хозяина. Поксвирусы обладают беспрецедентным, по 
сравнению с вирусами других семейств, набором ге нов,  
продукты которых эффективно модулируют многочис-
ленные защитные функции организма хозяина (Shchel - 
kunov, 2012; Shchelkunova, Shchelkunov, 2016). В частно-
сти, ортопоксвирусы детерминируют синтез белка CrmB, 
состоящего из двух доменов: N-концевого, связывающе-
го TNF, и С-концевого, связывающего хемокины. В раз-
личных лабораторных моделях показано, что реком-
бинантный белок CrmB (47 кДа) можно использовать 
в качестве эффективного блокатора TNF (Гилева и др., 
2006; Gileva et al., 2006, 2015; Цырендоржиев и др., 
2013, 2014). Однако препараты для терапии заболеваний 
должны обладать низкой иммуногенностью, поскольку 
выявлено, что эффективность лечения может снижаться 
из-за развития иммунного ответа на терапевтический 
белок (Krieckaert et al., 2012; Bendtzen et al., 2015; Chen et 
al., 2015; Eng et al., 2015). Показано, что синтезированный 
в бактериальных клетках укороченный TNF-BD (17 кДа) 
эффективно связывается с человеческим TNF и обладает 
меньшей по сравнению с CrmB иммуногенностью при 
многократном введении лабораторным животным (Тре-
губчак и др., 2015).

Целью данной работы было изучение индукции им-
мунного ответа при внутримышечном введении плаз-
мид pcDNA-CrmB или pcDNA/sTNF-BD, кодирующих 
полноразмерный TNF-связывающий белок CrmB вируса 

натуральной оспы (variola virus, VARV) или его укорочен-
ный вариант, содержащий только N-концевой TNF-рецеп-
торный домен, по сравнению с введением препаратов 
соответствующих рекомбинантных белков. 

Материалы и методы
Бактериальные штаммы и культуры клеток. Штамм 
E. coli XL2Blue, линии клеток почки африканской зеленой 
мартышки CV-1 и мышиных фибробластов L929 получены 
из коллекции культур микроорганизмов и культур клеток 
ГНЦ ВБ «Вектор». Линию клеток CV-1 культивировали 
в среде DMEM («БиолоТ», Россия) с добавлением 10 % 
эмбриональной сыворотки коров («БиолоТ», Россия). 
Для культуральных работ использовали шестилуночные 
планшеты фирмы Orange Scientific (США).

Рекомбинантные белки. В работе использовали белок 
CrmB VARV, выделенный с помощью аффинной хромато-
графии из культуральной среды клеток Sf-21, зара женных 
рекомбинантным бакуловирусом (Лебедев и др., 2001); 
TNF-BD (Трегубчак и др., 2015) и вирионный белок A30 
VARV (Разумов и др., 2005), синтезированные в клетках 
E. coli и выделенные с использованием Ni-NTA агарозы 
согласно рекомендациям фирмы-изготовителя (QIAGEN, 
Германия). Качество очистки белков определяли с по-
мощью электрофореза в ПААГ. Концентрацию белков 
определяли по методу Брэдфорда (Bradford, 1976). Для 
полученных препаратов рекомбинантных белков CrmB 
и TNF-BD подтверждена их способность нейтра лизовать 
цитотоксическое действие TNF человека и мы ши на куль-
туре клеток L929, как описано в (Gileva et al., 2006).

Рекомбинантные плазмиды. Рекомбинантные плаз-
миды pcDNA/CrmB, pcDNA/sTNF-BD и pcDNA/GFP 
получали встраиванием последовательностей ДНК, 
коди рующих белки CrmB, TNF-BD или GFP, в плазмиду 
pcDNA3.1. Структуру созданных плазмид подтверждали 
секвенированием.

Полученными рекомбинантными плазмидами или век-
торной плазмидой pcDNA3.1 трансформировали компе-
тентные клетки E. coli штамма XL2Blue и культивирова-
ли при эффективной аэрации и температуре 37 ºС, 15 ч. 
Очистку рекомбинантных плазмидных ДНК из получен-
ных культур производили при помощи набора EndoFree 
Plasmid Giga Kit фирмы QIAGEN (Германия) в соответ-
ствии с рекомендациями производителя. 

Животные. В экспериментах использовали мышей 
линии BALB/c, самок, возраст 6 нед, массой 16–18 г, полу-
ченных из вивария ГНЦ ВБ «Вектор». Их содержали при 
естественном световом режиме и постоянном доступе к 
воде и пище. Животных содержали и выводили из экспе-
римента в соответствии с правилами, принятыми Евро-
пейской конвенцией по защите животных, используемых 
для экспериментальных целей (Страсбург, 1968).

Трансфекция культуры клеток CV-1. Клетки линии 
CV-1 культивировали, как описано выше, до формирова-
ния клеточного монослоя на 80–85 % поверхности лунки. 
Смешивали 2 мкг плазмиды pcDNA/GFP с 15 мкл липо-
фектамина (Invitrogen, США) в концентрации 1 мг/ мл, 
добавляли 1 мл среды DMEM и оставляли на 15 мин при 
комнатной температуре, затем наносили на монослой 
клеток, предварительно дважды промытый средой DMEM 
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без сыворотки. Через 5 ч удаляли среду, клетки заливали 
средой DMEM с 2 % эмбриональной сыворотки коров 
и инкубировали при 37 °С в течение 48 ч. В качестве 
контроля использовали нетрансфецированные клетки. 
Продукцию GFP анализировали в клетках CV-1 путем 
визуализации в проходящем ультрафиолетовом свете.

Микроскопическое исследование проводили с по-
мощью исследовательского микроскопа AxioImager А1 
(ZEISS, Германия), оснащенного цифровой ка мерой 
высокого разрешения HRC, флуоресцентным бло ком и 
системой анализа изображения AxioVision Rel. 4.8.2., 
включая модуль многоканальной флуоресценции Multi-
dimensional Acquisition. Использовали набор фильт ров: 
EXBR 450-490, BSFT 510, EMLP 515. Объективы EC Plan 
Neofluar: ×10, × 20, × 40.

Иммунизация животных. Полученными препаратами 
рекомбинантных плазмид или белков иммунизировали 
мышей. Животные были разбиты на шесть групп по 
типу вводимого препарата: первой группе (контрольной) 
вводили плазмидную ДНК pcDNA3.1; второй – pcDNA/
sTNF-BD; третьей – pcDNA/CrmB; четвертой – белок 
A30; пятой – белок TNF-BD; шестой – белок VARV-CrmB. 
Использовано по шесть животных на группу. Перед 
иммунизацией проводили контрольный забор крови из 
ретроорбитального синуса. Количество препарата для 
белков брали из расчета 5 мкг/мышь, плазмидной ДНК – 
100 мкг/мышь. Препараты в объеме 100 мкл вводили 
внутримышечно в правую заднюю лапу. Иммунизацию 
проводили с интервалом 14 сут. Всего проведено четыре 
последовательные иммунизации.

Через 12 сут после каждой иммунизации забирали 
кровь из ретроорбитального синуса у шести животных 
из каждой группы и отделяли сыворотку. 

Иммуноферментный анализ (ИФА) концентрации ан-
тител против рекомбинантных вирусных белков проводи-
ли в 96-луночных планшетах (Costar). Белки VARV-CrmB, 
TNF-BD или А30 с концентрацией 1 мкг/мл сорбировали 
на дно лунок при температуре 4 °С в течение 16 ч. Далее 
планшет промывали три раза буфером PBS в сочетании 
с Твин 20 (PBST). В каждую лунку вносили по 100 мкл 
0.5 % БСА в PBST, инкубировали при комнатной темпера-
туре 2 ч. Содержимое лунок удаляли, затем наносили по 
100 мкл двукратных разведений полученных сывороток 
(от 1 : 2 до 1 : 256) в PBST, содержащем 0.5 % БСА, и ин-
кубировали при температуре 37 °C в течение одного часа. 
Анализировали смесь иммунной сыворотки, полученной 
от шести животных каждой группы. Далее жидкость из 
лунок удаляли и лунки три раза промывали PBST. Затем 
в лунки вносили по 100 мкл конъюгата пероксидазы хре-
на с антителами козы против иммуноглобулинов мыши 
(разведение 1 : 5 000, Bio-Rad), разбавленного 0.5 % БСА 
в PBST, и инкубировали при температуре 37 °C в течение 
одного часа. Затем жидкость из лунок удаляли, лунки 
три раза промывали буфером PBST, добавляли в каждую 
лунку по 100 мкл проявляющего раствора и инкубировали 
в темноте при комнатной температуре 30 мин. Реакцию 
останавливали добавлением в каждую лунку по 100 мкл 
1 н HCl. Интенсивность окрашивания определяли, из-
меряя оптическую плотность при длине волны 495 нм. 
В качестве контроля неспецифического связывания ис-

пользовали лунки, в которых вместо изучаемых белков 
был сорбирован БСА.

Статистический анализ. Сравнение групп проводили 
с помощью двустороннего t-теста Стьюдента для зависи-
мых (сравнение сывороток одной группы животных при 
сорбции разных белков) или независимых выборок (срав-
нение сывороток, полученных от животных из различных 
групп). Коррекцию на множественное тестирование про-
водили по методу Беньямини – Хохберга (FDR-коррекция). 
Достоверными считались отличия при корректированном 
значении p < 0.05.

Результаты
Анализ синтеза белка GFP, направляемого плазми-
дой pcDNA-GFP, in vitro и in vivo. Для подтверждения 
возможности продукции рекомбинантных белков, гены 
которых встроены в вектор pcDNA3.1, проводили транс-
фекцию клеток линии CV-1 плазмидой pcDNA/GFP, как 
указано в разделе Материалы и методы. Продукция GFP 
была показана в клетках CV-1 путем визуализации в про-
ходящем ультрафиолетовом свете.

Далее определяли экспрессию гена белка GFP в векторе 
pcDNA3.1 in vivo. Для этого сформировали две группы 
по шесть животных. Мышам первой группы вводили 
внутримышечно в дозе 100 мкг/мышь плазмиду pcDNA/
GFP; второй (контрольной) группы – плазмиду pcDNA3.1. 
Через 3 и 7 сут после инъекции трех животных из каждой 
группы выводили из эксперимента, изготавливали на-
тивные препараты мышцы бедра (место введения), кото-
рые анализировали с помощью люминесцентного микро - 
скопа. 

Через 3 сут обнаруживалась узкая полоска харак-
терного для GFP зеленого свечения по ходу раневого 
канала (рис. 1, а). Через 7 сут после инъекции плазмиды 
pcDNA/GFP зона зеленого свечения распространялась на 
значительное расстояние от места инъекции (рис. 1, б). 
У мышей контрольной группы свечение не обнаружено.

Анализ иммуногенности рекомбинантных плазмид 
и белков. Иммунизировали мышей препаратами век-
торной плазмиды pcDNA3.1, рекомбинантных плазмид 
pcDNA/sTNF-BD, pcDNA/CrmB, рекомбинантных белков 
A30, TNF-BD или VARV-CrmB. Количество специфиче-
ских антител в полученных сы воротках определяли с по-
мощью ИФА. Анализировали смесь иммунной сыворотки, 
полученной от шести живот ных каждой группы. 

После первой и второй иммунизации не было достовер-
ного отличия концентрации антител к целевым белкам по 
сравнению с контрольными сыворотками, полученными 
до иммунизации.

После третьей иммунизации специфический иммунный 
ответ был выявлен только для мышей, которым вводили 
рекомбинантный белок CrmB (рис. 2, а). После четвер-
той иммунизации концентрация антител на белок CrmB 
увеличилась (см. рис. 2, б). Кроме того, менее выражен-
ный специфичный иммунный ответ обнаружен после 
четвертой иммунизации у мышей, иммунизированных 
рекомбинантными белками А30 и TNF-BD (см. рис. 2, б). 
Для остальных групп мышей не показано достоверное 
отличие концентраций антител к целевым белкам по 
сравнению с контролем.
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Fig. 1. Fluorescence microscopy of a native quadriceps muscle 
preparation. 
GFP expression in muscle tissue on (a) day 3 and (b) day 7 after injection  
of plasmid pcDNA-GFP (200 × magnification). 

Fig. 2. ELISA of sera obtained from mice immunized with preparations of 
either recombinant proteins or plasmids encoding the same proteins. 
X-axis, data for sera from different immunization groups. Labels show 
immunogens used: pcDNA, immunization with intact vector plasmid 
(negative control); pcDNA/sTNF-BD, immunization with plasmid encoding 
the TNF-binding domain of VARV CrmB protein; pcDNA/CrmB, with plasmid 
encoding the whole VARV CrmB protein; A30, immunization with highly 
immunogenic recombinant VARV A30 envelope protein (positive control); 
TNF-BD, immunization with recombinant TNF-binding domain of VARV-
CrmB; CrmB, immunization with recombinant full-length VARV-CrmB protein. 
Columns of different colors show optical density values obtained with 
different proteins adsorbed on the ELISA microplate (CrmB, A30, or TNF-BD). 
Panel (a) shows the results obtained after 3 immunizations; panel (b), results 
obtained after the 4th immunization.

Обсуждение
Цитокины – ключевые модуляторы воспалительных и 
иммунных реакций – играют центральную роль в раз-
витии воспалительных и аутоиммунных заболеваний, в 
том числе ревматоидного артрита. Одним из основных 
медиаторов патогенеза этих заболеваний является TNF 
(Непомнящих и др., 2016). В настоящее время биологи-
ческая терапия с помощью антагонистов TNF успешно 
используется для лечения ревматоидного артрита, в том 
числе и в виде монотерапии (Karampetsou et al., 2010). 

Несмотря на высокую эффективность биологической 
терапии, в последнее время все больше исследователей 
задаются вопросами ее безопасности. У пациентов, при-
нимающих анти-TNF препараты, возрастает риск развития 
серьезных легочных и кожных инфекций; иногда наблюда-
ются различные аутоиммунные заболевания, отмечается 
более высокая частота лимфом (Lee et al., 2010; Sfikakis, 
Tsokos, 2011). Побочные эффекты терапии белковыми 
антагонистами цитокинов обусловлены в значительной 
степени ее системным характером. Для достижения лечеб-
ного эффекта требуются большие дозы терапевтического 
белка, необходимы повторные инъекции (Lee et al., 2010; 
Evans et al., 2013; Drutskaya et al., 2014).

Кроме того, отмечено образование антител против био-
терапевтических молекул. На примере адалимумаба и 
эта нерцепта при лечении ревматоидного артрита пока-
зано, что уровень таких антител обратно коррелирует с 
эффективностью терапии и уровнем биотерапевтических 
молекул в сыворотке пациентов (Krieckaert et al., 2012; 
Chen et al., 2015). Показано, что в присутствии специфи-
ческих антител инфликсимаб слабо детектируется в сы-
воротке пациентов (Eng et al., 2015). Несмотря на то что 
ненейтрализующие антитела не связываются с активным 
сайтом биотерапевтической молекулы и не препятствуют 
ее связыванию с лигандом, они могут способствовать ее 
эндоцитозу и деградации, снижая, таким образом, эф-
фек тивность терапии (Bendtzen et al., 2015). Кроме того, 
отмечены случаи и серьезных аллергических реакций 
(Schellekens, 2002; Shankar et al., 2007; Vincent et al., 2013). 
Нейтрализующие антитела могут реагировать и с эндоген-
ными белками, приводя к развитию системных патологий 
(Li et al., 2001; Casadevall et al., 2002). Таким образом, 
нежелательная иммуногенность может стать серьезным 

препятствием на пути создания биотерапевтических пре-
паратов (Pineda et al., 2016).

Перспективным направлением лечения аутоиммунных 
заболеваний является развитие генной терапии. Генная 
терапия обладает рядом преимуществ по сравнению с 
биологической терапией белковыми препаратами: обеспе-
чивается стабильная долговременная экспрессия терапев-
тического гена; целевой белковый продукт концентри-
руется в месте патологии и минимизируются системные 
по бочные эффекты (Evans, Robbins, 1999). При экспрессии 
терапевтического гена непосредственно в месте введения 
для достижения терапевтического эффекта потребуется 
гораздо меньшая концентрация белка, чем при инъекции 
рекомбинантного белка (Bandara al., 1993; Gouze et al., 
2003; Kim et al., 2003); отпадает необходимость повтор-
ных инъекций. 

В модели коллаген-индуцированного артрита у крыс 
нами недавно была показана возможность генной терапии 
этого заболевания в результате двукратного внутримы-
шечного введения рекомбинантной плазмиды pcDNA/
sTNF-BD, кодирующей TNF-BD белка CrmB вируса на-
туральной оспы (Щелкунов и др., 2016).

Optical density
Serum dilution 1 : 150 



Т.С. Непомнящих, Т.В. Трегубчак, С.Н. Якубицкий 
О.С. Таранов, Р.А. Максютов, С.Н. Щелкунов

2017
21 • 3

321Физиологическая генетика Вавиловский журнал генетики и селекции • 2017 • 21 • 3

Кандидатные антиревматические плазмидные 
конструкции обладают низкой иммуногенностью 

Известно, что один из ключевых факторов, определя-
ющих эффективность генной терапии, – иммуно генность 
продукта трансгена. Так, в экспериментах на крысах с 
использованием рекомбинантных аденовирусов и ленти-
вирусов, кодирующих IL-1Ra или GFP, было показано, что 
целевой продукт у иммунокомпетентных животных не де-
тектируется уже через 21 сут, в то время как у бестимусных 
животных он обнаруживался на протяжении по крайней 
мере 5 мес. (Gouze et al., 2007). Известно, что иммуноген-
ность рекомбинантных плазмидных векторов существен-
но ниже, чем у рекомбинантных вирусов (Li, Huang, 2006). 

Целью данной работы было изучение индукции гумо-
рального иммунного ответа на терапевтические TNF-
связывающие белки при введении терапевтически эф-
фективных доз препаратов этих рекомбинантных белков 
(Gileva et al., 2006) или рекомбинантных плазмид, коди-
рующих данные белки (Щелкунов и др., 2016).

Иммуногенность рекомбинантных белков VARV-CrmB 
и TNF-BD проверяли относительно вирионного поксви-
русного белка A30, используемого в данном случае в ка-
честве контроля. A30 – белок, необходимый для слияния 
мембран вируса и клетки, индуцирует синтез B-клетками 
вируснейтрализующих антител (Разумов и др., 2005) и 
является одним из ключевых антигенов, вызывающих им-
мунный ответ, при попадании вируса в организм. Выбор 
белка A30 как контроля в данном эксперименте обуслов-
лен тем, что для него показана высокая иммуногенность 
(Sakhatskyy et al., 2008).

Плазмида pcDNA3.1 – эффективный вектор для про-
дукции целевых белков in vivo. На его основе нами были 
созданы рекомбинантные плазмиды pcDNA/TNF-BD и 
pcDNA/CrmB. 

Поскольку отсутствовала достаточно чувствительная 
система детекции продукции целевых рекомбинантных 
вирусных белков in vivo, нами выполнены эксперименты 
по анализу продукции белка GFP, ген которого был встро-
ен в ту же самую векторную плазмиду pcDNA3.1. На этой 
модельной системе было продемонстрировано, что спустя 
3 сут после внутримышечной инъекции мышам плазмиды 
pcDNA/GFP в мышечной ткани задней конечности на-
блюдался четко локализованный синтез целевого белка 
по ходу раневого канала (см. рис. 1, а), а на 7-е сут в зоне 
инъекции выявлены эффективная наработка белка GFP и 
его распространение в близлежащие ткани (см. рис. 1, б).

Анализ индукции синтеза антител против целевых 
белков при введении соответствующих плазмид или 
препаратов очищенных рекомбинантных белков показал, 
что после первой и второй внутримышечных инъекций с 
интервалом в две недели продукции специфичных анти-
тел ни для одного из изучаемых препаратов выявлено не 
было. После третьей инъекции выраженный иммунный 
ответ установили для группы мышей, иммунизирован-
ных рекомбинантным белком CrmB (см. рис. 2, а). Для 
остальных групп мышей при этом не зафиксировали 
достоверное отличие концентраций антител к целевым 
белкам по сравнению с контролем. После четвертой 
инъекции наряду с увеличенным уровнем антител про-
тив белка CrmB выраженный специфичный иммунный 
ответ выявили также для мышей, иммунизированных 
рекомбинантными белками А30 и TNF-BD (см. рис. 2, б).

Полученные результаты свидетельствуют о том, что 
специфический иммунный ответ против целевых белков 
при многократной инъекции терапевтических доз реком-
бинантных плазмид не детектируется, в то время как для 
рекомбинантных белков он обнаруживается уже после 
третьей-четвертой иммунизации, что может указывать 
на затруднения при длительном применении последних. 

Таким образом, на основании результатов проведенного 
исследования можно заключить, что локальное введение 
рекомбинантных плазмид, направляющих синтез тера-
певтических белков, обуславливает гораздо меньший 
иммуногенный эффект по отношению к этим белкам по 
сравнению с инъекцией препаратов соответствующих 
рекомбинантных белков.
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