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Крысам со стрептозотоциновым и аутоиммунным (крысы BB) инсулинзависимым са-
харным диабетом инъецировали в печень и интраперитонеально включенные в липосо-
Mbi плазмиды pAINS и GINS, несущие ДНК-последовательность препроинсулипового 
гена человека. У крыс со стрептозотоциновым диабетом введение pAINS и GINS при-
водило к снижению концентрации глюкозы в крови с максимальным эффектом через 
6—10 ч после инъекции. Через 24 ч показатели возвращались к исходному уровню. 
У крыс BB такой реакции не зарегистрировано. Выявлена большая вариабельность в 
концентрации иммунореактивного продукта в сыворотке крови животных после инъек-
ции, плазмид. Обсуждается вопрос о возможных механизмах (эндокринных и иммун-
ных) этого явления. 

Введение. Достижения в создании целенаправленных полноценно ак-
тивных конструкций рекомбинантных Д Н К — только первый шаг на 
пути к генной терапии. Д а л е е следует разработка приемов, позволяю-
щих вводить нужные гены в значительную часть клеток соответству-
ющей ткани организма для достижения лечебного эффекта. На сегод-
няшний день предложен ряд подходов для коррекции некоторых за-
болеваний, среди них трансформация in vitro извлеченных из организ-
ма клеток костного мозга или фибробластов необходимым геном с по-
следующей реимплантацией их тем же животным [1—4], введение за-
щищенных генов непосредственно в организм [5—7]. Полученные ре-
зультаты показали, что в большинстве исследований, проведенных на 
экспериментальных животных, экспрессия перенесенных генов была 
кратковременной и обычно не устраняла полностью клинических при-
знаков заболевания. Поэтому наиболее сложным в изучении генноин-
женерных манипуляцией на уровне организма является последний 
э т а п — д о с т и ж е н и е полноценной сбалансированной регуляции экспрес-
сии введенного гена и исключение возможных побочных эффектов от 
такого вмешательства. В данной работе представлены результаты опы-
тов по перенесению гена препроинсулина человека крысам, больным 
инсулинзависимым сахарным диабетом ( И З С Д ) и здоровым. 

Материалы и методы. В качестве моделей И З С Д использовали 
крыс Wistar с диабетом, индуцированным стрептозотоцином (СТЦ-диа-
бет), и крыс с естественной аутоиммунной формой заболевания (кры-
сы B B / W ) . Плазмида GINS сконструирована на основе Д Н К рНВ320, 
в которую под промотор гена поверхностного антигена вируса гепати-
та В встроен ген препроинсулина человека без области тканеспецифи-
ческой регуляции. Плазмида НВ320, любезно предоставленная д-ром 
Э. Я. Греном (Ин-т орг. синтеза АН Латвии, Рига ) , сконструирована 
на основе pHR322, в BamHI-сайт которой введена полная копия Д Н К 
вируса гепатита В. Источником гена инсулина служила плазмида 
3221ns [ 8 ] . 
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Конструкция плазмиды pAINS, состав и приготовление липосом, 
включение в них Д Н К описаны ранее [9]. Взвесь липосом в физраство-
ре с заключенной в них Д Н К (75 мкг в 0,2 мл на особь) вводили в 
организм крысы двумя способами — непосредственно в ткань печени 
и в перитонеальную полость. Тем же с п о с о б о м вводили п у с т ы е липо-
сомы и физраствор, служившие контролем. Содержание глюкозы в кро-
ви натощак выявляли глюкозооксидазным микрометодом при помощи 
«Глюкофота», иммунореактивный инсулин и с -пептид—радиоиммун-
ным методом, используя набор рио-ИНС-ПГУ11 2 5 производства Ин-та 
биоорг. химии АН Беларуси (Минск). Глюкозу крови определяли пе-
ред введением Д Н К , затем в динамике через б, 10 и 24 ч после вве-
дения. Данные обработаны статистически по критерию Фишера для 
малых выборок. 

Т а б л и ц а 1 
Динамика гликемии у крыс, больных диабетом, после введения им pAINS и GINS 

Глюкоза, ммоль/л 

Введенный материал Инъекция 
Коли-
чество Время после введения плазмиды, ч 

Введенный материал Инъекция живот-
ных 0 6 

С Т Ц - д и а б е т 
pAINS в липосо - В печень 32 9,Ο-- 2 9 , 6 (17 ,6 ) 1 , 7—21 ,8 ( 1 0 , 4 ) * * * 
мах 
GINS в липо- И н т р а п е р и т о - 4 Ι 9,Ο-- 2 2 , 7 (20 ,7 ) 4 , 3 — 1 3 , 2 ( 9 , 1 ) * * * 
сомах пеально 
Л и п о с о м ы б е з В печень 10 Ι 2,7-- 2 2 , 5 (19 ,9 ) 1 1 , 0 — 2 3 , 0 (17 ,2 ) 
Д Н К 

- 2 2 , 5 (19 ,9 ) 

Ф и з р а с т в о р В печень 15 8,9-- 2 2 , 5 (16 ,5 ) 9 , 6 — 2 3 , 1 (16 ,0 ) 
Б о л ь н ы е интактные — 7 9,0-- 2 2 , 4 (17 ,5 ) 8 , 6 — 2 1 , 6 (15 ,7 ) 
ж и в о т н ы е 
И н с у л и н L e n t e В н у т р и м ы -

шечно 
3 3 9,Ο-- 2 2 , 0 (16 ,1 ) — 

Естественный д и а б е т 
(крысы B B / W ) 

PAINS В печень 9 Ι 5,6-- 2 3 , 1 (19 ,1 ) 16 ,3—28 ,6 (18 ,7 ) 
И н с у л и н L e n t e В н у т р и м ы -

шечно 
7 16,9-- 2 8 , 7 (19 ,9 ) — 

Б о л ь н ы е интакт- — 12 15,1-- 2 7 , 6 (19 ,8 ) 1 6 , 8 — 2 8 , 2 (18 ,7 ) 
ные ж и в о т н ы е 

Глюкоза, ммоль/л 

Введенный материал Инъекция 
Коли-
чество Время после введения плазмиды, ч 

Падеж Введенный материал Инъекция живот-
ных 10 24 

Падеж 

С Т Ц - д и а б е т 
pAINS в л и п о с о -
м а х 
GINS в л и п о с о -
м а х 
Л и п о с о м ы без 
Д Н К 
Ф и з р а с т в о р 
Б о л ь н ы е интакт-
ные ж и в о т н ы е 
И н с у л и н L e n t e 

Естественный д и а -
бет (крысы B B / W ) 

pAINS 
И н с у л и н L e n t e 
Б о л ь н ы е интакт-
ные ж и в о т н ы е 

В печепь 

И н т р а п е р и -
т о и е а л ь н о 
В печень 

В печень 

В н у т р и м ы ш е ч н о 

В печень 
Внутримышечно 

3 2 

4 

10 

15 
7 

5 . 3 — 2 5 , 7 (14 ,6 ) * 7 , 0 — 2 2 , 0 (15 ,6 ) 5 

8 , 7 — 1 4 , 2 (11 ,4 ) ** 1 3 , 7 — 1 8 , 0 ( 1 5 , 8 ) 1 

3 . 4 — 2 0 , 6 (12 ,6 ) *** 6 , 2 — 2 2 , 6 (16 ,4 ) — 

5 , 6 — 2 2 , 9 (15 ,2 ) 
10 ,6—22 ,8 (17 ,8 ) 

8 . 7 — 1 9 , 7 (14 ,8 ) 
6 . 8 — 2 1 , 6 (17 ,5 ) 

33 4 , 4 — 1 6 , 7 (11 ,6 )* 

9 11 ,7—28 ,2 (18 ,7 ) 1 6 , 8 — 2 7 , 4 (18 ,4) 
7 3 , 7 — 8 , 6 ( 4 , 8 ) * * * — 

12 13 ,9—24 ,0 (18 ,9) 15 ,2—22 ,7 (19 ,9 ) 

П р и м е ч а н и е . П р и в е д е н ы лимиты к о н ц е н т р а ц и и глюкозы, в с к о б к а х — с р е д н и е ве-
личины. * р ^ 0 , 9 5 ; ** р ^ 0 , 9 9 ; *** р ^ 0 , 9 9 9 ( д о с т о в е р н о с т ь р а з н о с т и с р е д н и х при ма-
лочисленных в ы б о р к а х по критерию Ф и ш е р а ) . 
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Результаты и обсуждение. В в е д е н и е pAINS и GINS ж и в о т -
н ы м с и с к у с с т в е н н о в ы з в а н н ы м д и а б е т о м . После инъ-
екции липосом с плазмидой pAINS в печень крысам, больным СТЦ-
диабетом, у большинства из них наблюдалось значительное снижение 
гликемии (табл. 1). Максимальный эффект выявлен через б ч после 
инъекции. К 10-му ч после введения Д Н К содержание глюкозы начи-
нало увеличиваться, но ее уровень был ниже по отношению к исход-
ным показателям и таковым для интактных животных. Только через 
24 ч показатели выходили на уровень исходных. Степень реакции жи-
вотных на введение липосом с рекомбинантной Д Н К была различной. 
У одних особей снижение глюкозы было до умеренной гликемии (7,5— 
8,5 ммоль /л ) , у других — до нормы (4,5—5,0 ммоль /л) и гипогликемии 
(2,0—2,5 м м о л ь / л ) . Около 9 % больных СТЦ-диабетом крыс не реа-
гировали на введение pAINS. Зарегистрирована также гибель живот-
ных через 6 и 10 ч (пять и одна крыса соответственно). 

Плазмиду GINS, т акже несущую активный ген препроинсулина 
человека и заключенную в липосомы, вводили экспериментальным жи-
вотным интраперитонеально в той же дозе (см. табл. 1). Несмотря на 
различия методов введения и структуры вектора для исследуемого ге-
на, плазмиды pAINS и GINS вызывали сходный эффект по силе и вре-
мени проявления. Обе рекомбинантные Д Н К оказывали такое же дей-
ствие на организм животных, больных СТЦ-диабетом, как и медицин-
ский препарат инсулина пролонгированного действия (цинк-инсулин-
суспензия Lente производства «NOVO», Дания , с пиком действия на 
10—12-й ч после введения). Ни вскрытие брюшной полости, ни вве-
дение физраствора не влияло на последующую динамику гликемии, ко-
торая не отличалась от таковой для интактных животных. Инъекция 
пустых липосом вызывала снижение уровней глюкозы в крови живот-
ных этой группы, но с более слабой степенью выраженности (по срав-
нению с эффектом pAINS и GINS) и со сдвигом во времени, а имен-
но: с максимальным снижением концентрации глюкозы через 10 ч пос-
ле введения. Случаев падежа и гипогликемии среди животных этой 
группы не было. 

В в е д е н и е pAINS и GINS з д о р о в ы м к р ы с а м W i s t a r . 
Аналогичные эксперименты по введению плазмид pAINS и GINS были 
проведены с использованием здоровых крыс Wistar . Результаты, пред-
ставленные в табл. 2, свидетельствуют о том, что здоровые животные 
реагировали на введение рекомбинантных Д Н К , несущих инсулиновый 
ген человека. У них снижался уровень глюкозы крови на 0,7— 
1,8 ммоль /л по сравнению с исходными уровнями и показателями для 
интактных крыс в тех же временных интервалах, что и в предыдущей 
опытной группе. Сходная реакция наблюдалась и на введение пустых 

Т а б л и ц а 2 
Динамика уровней глюкозы после введения pAINS и GINS здоровым крысам 

Введенный материал Инъекция 
Коли-
чество 

живот-
ных 

Глюкоза, ммоль/л 

Введенный материал Инъекция 
Коли-
чество 

живот-
ных 

Время после введения плазмиды, ч 
Введенный материал Инъекция 

Коли-
чество 

живот-
ных 

0 6 10 24 

ρAINS в липосо- В печень 
мах 
pAINS в липосо- В н у т р и б р ю ш и н н о 
мах 
GINS в л и п о с о м а х » 

Л и п о с о м ы б е з 
днк 
Ф и з р а с т в о р 

И и т а к т н ы е жи-
вотные 

В печень 

В н у т р и б р ю ш и н н о 

11 4 ,0—5,1 2 , 7 — 4 , 3 3 , 3 — 5 , 4 4 , 0 — 5 , 7 
(4 ,6) (3 ,5) (4 ,0) (4 ,8 ) 

5 4 , 2 — 6 , 0 2 , 0 — 5 , 7 2 , 3 — 5 , 4 3 , 1 — 5 , 9 
(5 ,0) (3 ,8) (3 ,6) (4 ,8) 

5 4 , 5 — 6 , 0 2 , 7 — 5 , 0 3 , 1 — 5 , 6 4 , 2 — 5 , 7 
(5 ,1) (3 ,8) (4 ,3) (5 ,0) 

5 4 , 3 — 5 , 5 2 , 4 — 5 , 3 3 , 9 — 4 , 9 3 , 9 — 5 , 7 
(5 ,1) (3 ,7) (4 ,5) (4 ,7) 

3 4 ,4—5,1 3 , 9 — 4 , 7 4 , 1 — 5 , 4 4 ,3—5,1 
(4 ,8) (4 ,4) (4 ,8) (4 ,8) 

6 4 , 3 — 5 , 7 4 , 3 — 5 , 7 4 ,0—5,1 3 , 5 — 5 , 6 
(5 ,0) (5 ,2) (4 ,9) (4 ,7) 
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липосом и отсутствовала после инъекции физраствора. Нужно отме-
тить, что наблюдаемое снижение уровней глюкозы крови у здоровых 
животных не выходило на пределы нижних границ колебаний в норме 
(2,5—3,0 ммоль /л ) , т. е. находилось в пределах нормы реакции. Слу-
чаев падежа от гипогликемии, отмечавшихся у больных крыс с инду-
цированным диабетом, у здоровых животных не зарегистрировано. 

В в е д е н и е pAINS к р ы с а м B B / W . В табл. 1 представлены 
также результаты введения в печень pAINS экспериментальным жи-
вотным иной модели И З С Д — крысам B B / W , у которых болезнь раз-
вивается в результате нарушения аутоиммунных процессов. Введенная 
плазмида в той ж е дозе не вызывала реакции в отношении глюкозы 
крови. Не выявлено отличий от интактных животных д а ж е у двух сам-
цов, которым pAINS вводили дважды с интервалом в три недели. Н а 
инъекции медицинских препаратов инсулина крысы BB реагировали 
снижением глюкозы в крови и моче, благодаря чему поддерживалась 
их жизнеспособность и размножение. 

Эффект снижения глюкозы у больных СТЦ-диабетом и здоровых 
животных после введения им гена препроинсулина человека в составе 
плазмид можно объяснить транзиторной экспрессией привнесенного ге-
на. Было проведено определение иммунореактивного продукта в сы-
воротке крови четырех опытных крыс в период максимального сниже-
ния у них глюкозы и пяти контрольных (три интактных больных жи-
вотных СТЦ-диабетом и два больных — после инъекции физраствора, 
табл. 3) . В случае синтеза инсулина или его предшественника проин-
сулина должны наблюдаться количественные изменения соответству-
ющего белка в сыворотке крови, так как оба продукта подобны в им-
мунной реакции ( И Р И ) со специфической сывороткой против инсули-
на человека. Полученные показатели И Р И значительно варьируют в 
опытной группе животных в сравнении с контролями. Если у крысы 
№ 16 снижение глюкозы можно увязать с синтезируемым продуктом 
перенесенного гена, то у остальных крыс такой связи не прослежива-
ется. Более того, у животного № 8 при значительном падении глике-
мии величина И Р И была на очень низком уровне. В сыворотке крови 
опытных животных с-пептид не выявлен. Таким образом, если экспрес-
сия перенесенного гена препроинсулина у крысы № 16 и имела место, 
то отсутствие с-пептида свидетельствует о накоплении непроцессиро-
ванного проинсулина, метаболическая активность которого составляет 
только около 5 % активности зрелого инсулина [10]. К тому же ана-
логичный ответ (снижение глюкозы) на введение ненагруженных ли-
посом у больных СТЦ-диабетом и здоровых животных, с одной сто-
роны, и отсутствие реакции у крыс B B / W — с другой, свидетельствуют 
о том, что снижение глюкозы, по-видимому, обусловлено иным (и) ме-
ханизмом (и). 

Т а б л и ц а 3 
Концентрация инсулина в сыворотке крови через 6—8 ч после инъекции в печень 
pAINS крысам с искусственно вызванным диабетом 

Введенный материал № животного 

Глюкоза, 

До введения 

ммоль/л 

После введения 

ИРИ (мкЕ/мл) 
после введения 

рЛ INS 

pAINS 2 17,2 5,6 12,9 
8 16,1 3,9 8 ,2 

16 9,7 3 ,3 34 ,48 
17 16,5 5,1 12,8 

Ф и з р а с т в о р 2 0 13,7 14,4 12,8 
2 3 15,4 15,3 13,9 

И н т а к т н ы е 7 13,2 10,34 
ж и в о т н ы е 12 17,7 — 13,78 

6 16,4 — 12,64 
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Известно, что в печени и перитонеальной полости (места введения 
ллазмид) располагаются наибольшие популяции макрофагов, называе-
мые в печени купферовскими клетками, которые являются первым зве-
ном защитной системы организма млекопитающих. Вводимые липосо-
мы быстро фагоцитируются макрофагами и в процессе фагоцитоза ак-
тивируются. Д л я активированных макрофагов характерна высокая ак-
тивность пентозо-фосфатного пути использования глюкозы [11]. Это 
не основной путь обмена глюкозы у млекопитающих, его доля зависит 
от функционального состояния клеток, а именно: если им необходима 
восстановленная Н А Д Ф - Н для усиленного синтеза целенаправленных 
продуктов-медиаторов, дополнительного количества внутриклеточных 
ферментов, т. е. когда клетка переключает все энергетические ресурсы 
на усиленную цитотоксичность и способность к фагоцитозу. При этом 
потребление глюкозы купферовскими клетками возрастает в 3—4 раза . 
Подобный механизм снижения уровня глюкозы согласуется с данными 
Рея [12] о значении интерлейкина-1 ( И Л - 1 ) — м е д и а т о р а активиро-
ванных макрофагов в эндокринном контроле гомеостаза глюкозы у мле-
копитающих. Одноразовое введение ИЛ-1 вело к существенному и про-
должительному (до 8 ч) снижению содержания глюкозы у мышей, 
больных химически индуцированным СТЦ и естественным (C57BL 
db /db) диабетом. Степень такого снижения зависела от дозы ИЛ-1 и 
не зависела от концентрации инсулина в сыворотке крови. 

В наших экспериментах снижение уровня глюкозы у различных 
групп могло определяться, с одной стороны, активностью макрофагов 
у крыс-реципиентов, с другой — их физиологическим состоянием. Ак-
тивация, вызванная фагоцитозом, значительно усиливается под воз-
действием полинуклеотидов [13]. Наличие свободной Д Н К , вводимых 
ллазмид или их фрагментов в наших экспериментах вероятно, так как 
в результате контакта нагруженных липосом с клеточной поверхностью 
часть их может разрушиться, и заключенная в них Д Н К — в ы й т и в 
межклеточное пространство [14] к вызвать более ранний и сильный 
ответ, чем пустые липосомы. 

В то же время у здоровых животных уровень снижения глюкозы 
не превышает нижние физиологические границы и примерно одинаков 
для пустых и нагруженных липосом. У больных животных на ранней 
стадии СТЦ-диабета наблюдается более широкий спектр реакции, у 
крыс B B / W — такая реакция отсутствует полностью. Крысы B B / W — 
естественная модель И З С Д , в основе развития которого лежат ауто-
иммунные процессы [15, 16]. При аутоиммунных эндокринных забо-
леваниях в физиологической регуляции функций центральную роль иг-
рают макрофаги, киллеры и их продукты [17]. У крыс B B / W выявлена 
неспособность образовывать необходимые киллерные клетки после ак-
тивации лектинами или лимфокинами [18]. К моменту манифестации 
заболевания (период, в который проводились наши исследования) у 
них, по-видимому, уже проявляется дефектность макрофагов, так ж е 
как и у мышей C57BL db /db [12], что может объяснять и наши 
результаты. 

По полученным данным трудно оценить воздействие вводимой ре-
комбинантной Д Н К с активным геном препроинсулина на метаболизм 
глюкозы в условиях организма. Является ли наблюдаемый эффект — 
снижение глюкозы — результатом эндокринного или иммунного меха-
низмов либо их взаимодействия, покажут дальнейшие исследования. 
Ясно одно, в поддержании гомеостаза глюкозы на организменном уров-
не лежат множественные, по-видимому, взаимодополняемые механиз-
мы, проявление которых будет зависеть от нормального или патологи-
ческого состояния организма. 

S u m m a r y . The encapsulated into l i p o s o m e s recombinant p lasmid D N A s carry ing 
Hie luiman preproinsul in g e n e sequences (pAINS and GINS) w e r e injected into the l iver 
a n d the intraperi toneum of s treptozotoc in and a u t o i m m u n e insuj in-dependent diabete rats. 
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The inject ion of p l a s m i d s decreased g l u c o s e concentrat ion in serum of s treptozotoc in dia-
betic rats. M a x i m a l e f fec t w a s detected in 8 — 1 0 hr after inject ion and g l u c o s e concentra-
t ion returned in 24 h to init ial l eve l s . The injected diabetic B B rats not d i sp lay a s imi lar 
response . There w a s not iceable immunoreac t ive product concentrat ion var iat ion in rat 

blood serum after injection. Possible endocrine and immunological mechanisms of this 
ef fec t are d i scussed . 
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