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ГЕННАЯ ТЕРАПИЯ НА ОСНОВЕ
МЕЗЕНХИМАЛЬНЫХ СТВОЛОВЫХ
КЛЕТОК ЧЕЛОВЕКА : СТРАТЕГИИ

И МЕТОДЫ

Рассмотрены основные направления генетической

модификации мезенхимальных стволовых клеток челове�

ка, а также наиболее распространенные методы достав�

ки трансгена, в основном на примере мезенхимальных

стволовых клеток костного мозга. Приведены результа�

ты, полученные с применением различных методов транс�

фекции и основных типов рекомбинантных вирусов.

Мезенхимальные стволовые клетки (МСК),

известные также как стромальные клетки кос�

тного мозга (КМ), являются плюрипотентной

популяцией стволовых клеток взрослого орга�

низма, способных к дифференцировке в раз�

личные тканевые популяции (остеобласты,

хондроциты, адипоциты, миобласты, гепато�

циты и др. [1, 2]). МСК человека сохраняют

способность к пролиферации и дифференци�

ровке при культивировании in vitro, а также

при реимплантации, что обусловливает их вы�

сокую значимость в клинической практике. В

частности, показана возможность использова�

ния МСК в терапии инфаркта миокарда [3],

инсульта [4], метахроматической лейкодист�

рофии [5] и др.

Терапевтический потенциал МСК может

быть существенно расширен посредством вве�

дения в их геном одного либо нескольких

трансгенов, которые обеспечивают выполнение

нарушенных в организме реципиента функций,

способствующих повышению стрессоустойчи�

вости клеток и защите их от повреждающего

действия иммунной системы реципиента. [6]

Перспективы использования МСК как носи�

теля терапевтических генов обусловливают

необходимость оптимизации методов обеспече�

ния эффективной доставки и стабильной экс�

прессии трансгенов.

Доставка трансгена в МСК, равно как и

другие клеточные популяции, культивируемые

in vitro, может осуществляться физическими

методами (электропорация, биобаллистика,

магнетофекция), химической трансфекцией с

использованием различных ДНК�связываю�

щих агентов, а также посредством векторов на

основе рекомбинантных лентивирусов, адено�

вирусов, бакуловирусов и др. Химические и

физические методы трансфекции МСК, как

правило, обеспечивают транзиентный (за иск�

лючением протоколов, включающих селектив�

ный отбор) характер экспрессии трансгена. Их

основными недостатками являются высокие

показатели гибели клеток и относительно низ�

кий выход трансфицированных клеток, т.е.

эффективность трансфекции. Транзиентная

трансфекция является оптимальной в ситуа�

циях, не требующих долговременного функци�

онирования трансгена и его встраивания в

клеточный геном. В настоящее время получили

развитие подходы с применением органических

дендримеров, липосом и поликатионов различ�

ISSN 0564–3783. Цитология и генетика. 2010. № 176

© А.В. ШАХБАЗОВ, С.М. КОСМАЧЕВА, Н.А. КАРТЕЛЬ, 

М.П. ПОТАПНЕВ, 2010



ной структуры. Среди систем трансфекции

МСК человека можно отметить нуклеофекцию –

вариант электропорации, обеспечивающий, по

данным Aluigi et al. [7], эффективность до

27,4 % с учетом существенно пониженной вы�

живаемости. Нуклеофекция не влияет на имму�

нофенотип МСК КМ и их дифференцировоч�

ный потенциал. Для химических реагентов ха�

рактерны несколько меньшие показатели эф�

фективности – 3,6 % для реактива FUGENE6

и 5,4 % – для DOTAP [7], вместе с тем использу�

емый нами Lipofectamine2000 достаточно ста�

бильно дает выход трансфицированных МСК

КМ взрослых доноров свыше 20 % [8].

Достаточно эффективным способом достав�

ки трансгена в МСК является использование

биологического механизма модификации кле�

точного генома – рекомбинантных вирусов.

Для трансгенеза клеточных культур активно ис�

пользуются системы на основе онкоретровиру�

сов, аденовирусов, лентивирусов, альфавирусов,

герпесвирусов, бакуловирусов и ряда других.

Для обеспечения стабильной долговременной

экспрессии трансгена, как правило, использу�

ются системы на основе лентивирусов, онко�

ретровирусов либо адено�ассоциированных

вирусов (AAV), поскольку они обеспечивают

интеграцию трансгена в геном клетки�реци�

пиента.

Необходимо отметить, что наработка реком�

бинантных вирусов существенно превосходит

химическую трансфекцию по трудоемкости.

Одной из важных характеристик вирусной

трансдукции является множественность инфек�

ции (MOI, multiplicity of infection) – количество

вирусных частиц на клетку�мишень, которое

должно быть оптимальным либо достаточным

для эффективной трансдукции. Так, если для

лентивируса эффективная трансдукция МСК

человека может быть достигнута при MOI = 10

(собственные данные; эффективность свыше

90 %), для бакуловируса этот показатель сос�

тавляет 40 [9], для аденовируса может дости�

гать 300 [10], а для адено�ассоциированного

вируса – 1000–10000 [11, 12]. Использование

вирусов также может быть сопряжено с рис�

ком активации иммунного ответа и рядом

других побочных эффектов. В частности, по�

тенциальными недостатками применения он�

коретровирусов и лентивирусов в клиничес�

кой практике является случайная локализация

вcтройки трансгена, способная вызвать опре�

деленную дестабилизацию генома, а также ги�

потетическая возможность реверсии к дикому

типу вируса.

В последние годы все более широкое расп�

ространение получают векторы на основе лен�

тивирусов и адено�ассоциированных вирусов

(AAV), что обусловлено их широким спектром

действия, низкой токсичностью и главное –

способностью интегрировать трансген в хро�

мосому, обеспечивая длительный срок эксп�

рессии. AAV не является возбудителем каких�

либо известных заболеваний и встраивает

трансген в хорошо изученный локус AAVS1 на

19�й хромосоме. Stender et al. [12] показали

возможность эффективного использования

векторов на основе AAV для трансдукции

МСК КМ человека, однако трансдукция МСК

приемлемой эффективности (до 65 %, [12])

была достигнута только повышением MOI до

10 000. В экспериментах указанных авторов экс�

прессия GFP в трансдуцированных клетках сни�

жалась практически до нуля на 8�й день после

трансдукции, тогда как наши данные свиде�

тельствуют о стабильной экспрессии трансгена

после AAV�трансдукции в течение не менее

1 мес. В то же время Kim et al. [11] осуществи�

ли трансдукцию МСК человека самокомпле�

ментарными AAV с эффективностью 66 % при

MOI = 1000, что обеспечило стабильную эксп�

рессию in vivo на протяжении 3 мес. В наших

исследованиях эффективность трансдукции

МСК КМ человека посредством AAV c MOI =

= 10 не превышала 4 %. Причиной этого мо�

жет являться низкая концентрация на поверх�

ности МСК рецепторов AAV – гепарин�суль�

фат протеогликана, особенности синтеза вто�

рой цепи ДНК вирусного генома и др. [13–15].

Вместе с тем существующие методы сортиров�

ки клеток посредством проточной цитометрии

позволяют рассчитывать на обогащение попу�

ляции GFP�экспрессирующими трансдуциро�

ванными клетками, доводя их содержание при

необходимости до 95 % и выше [16].

Ряд авторов описывают процедуру транс�

дукции МСК с использованием аденовирусно�

го вектора, достоинством которого, несмотря

на транзиентный характер экспрессии транс�

гена, является большая пакующая способность
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(до 36 кб). Поскольку МСК КМ человека счи�

таются малочувствительными к трансдукции

аденовирусами в силу недостатка Коксаки�

аденовирусных рецепторов (CAR), обеспечение

приемлемого уровня трансдукции достигается

за счет различных модификаций поверхност�

ных доменов белков аденовирусов [17].

Экспрессия трансгена в делящихся МСК при

этом наблюдается до 3 нед с момента транс�

дукции [17]. В частности, полилизиновая мо�

дификация С�конца фиберного домена позво�

лила добиться более 95 % эффективности аде�

новирусной трансдукции при MOI = 300 [10].

Группа Hamada et al. [18] предложила исполь�

зовать для трансдукции МСК КМ человека

аденовирус с мутированным интегрин�связы�

вающим мотивом RGD, что позволило обес�

печить доставку трансгена BMP�2 с эффек�

тивностью, превышающей в 12 раз аналогич�

ный показатель для дикого типа аденовируса

[18]. Трансдукция МСК человека (КМ взрос�

лых доноров) мутантным аденовирусом, несу�

щим ген PlGF, который кодирует ростовой

фактор плаценты, показала роль этого факто�

ра в ангиогенезе и нейропротекции при це�

ребральной ишемии [19]. Вместе с тем Hung et

al. [20] сообщают об успешной (> 90 %) транс�

дукции немодифицированным аденовирусом

недифференцированных МСК, отмечая сни�

жение уровня экспрессии рецепторов CAR в

процессе дифференцировки. Согласно дан�

ным Nixon et al. [21], описывающим экспрессию

в МСК КМ гена инсулиноподобного фактора

роста (IGF�1), оптимальная MOI для аденови�

русной трансдукции МСК составляла 1000.

Успешная аденовирусная трансдукция МСК

КМ пациента, страдающего хронической ми�

елоидной лейкемией (ХМЛ), была показана

также Li et al. [22]. Гиперэкспрессия в МСК ге�

на гамма�интерферона (hIFN�γ) при MOI = 50

привела к более чем пятикратному повыше�

нию апоптоза лейкемических клеток, что по�

зволяет говорить о перспективности клини�

ческого применения упомянутого метода ген�

ной терапии ХМЛ [22].

Одной из многообещающих перспектив ис�

пользования МСК КМ является направленный

остеогенез, эффективность которого может

быть существенно повышена генно�инженер�

ными методами, в частности, экспрессией мор�

фогенных протеинов кости (BMP), в особен�

ности остеогенным фактором BMP�2 [23–25].

Так, остеогенная дифференцировка и минера�

лизация МСК была ускорена аденовирусной

трансдукцией и экспрессией под CMV�про�

мотором генов и в меньшей степени BMP�6

как в монослое, так и в альгинатном матриксе

[26]. Kang et al. [27] для обеспечения остеоген�

ной дифференцировки трансдуцировали МСК

геном BMP�7. Трансфекция геном Smad8 ли�

нии МСК, экспрессирующей BMP�2, позво�

лила также добиться морфологии и профиля

экспрессии, характерных для клеток сухожи�

лий [28].

Для трансдукции МСК человека геном

BMP�2 успешно применялись также бакуло�

вирусные векторы (MOI = 40) [9]. Yi�Chen Ho

et al. [29] показали, что МСК КМ и пуповин�

ной крови человека могут быть трансдуциро�

ваны бакуловирусным вектором с эффектив�

ностью до 41,1 и 72,8 % соответственно, не те�

ряя при этом способности к дифференцировке.

Вместе с тем уровень и продолжительность

экспрессии бакуловирусных векторов сущест�

венно варьирует на различных стадиях диффе�

ренцировки МСК. Показано, в частности, су�

щественное снижение транскрипции трансгена

в хондрогенных клетках�предшественниках в

сравнении с адипогенными [30].

Одним из наиболее эффективных и удоб�

ных способов доставки трансгена в МСК яв�

ляется использование лентивирусных векторов,

в частности на основе ВИЧ, обеспечивающее

долговременную и стабильную экспрессию

трансгена [31–33]. Так, доставка в МСК КМ

гена ангиопоэтина Ang1 с помощью лентиви�

русного вектора и их последующая трансплан�

тация на модели мышей привела к существен�

ному снижению ЛПС�индуцированного пов�

реждения легких [34]. Для трансдукции МСК

человека ангиогенными факторами Ang1 и

VEGF эффективно применяли также аденови�

русные векторы [35]. Кроме того, лентивирус�

ные векторы использовали для РНК�интерфе�

ренции в МСК гена аденозин�киназы (АДК)

как потенциального фактора терапии эпилеп�

сии [36].

Ретровирусные векторы, также интегриру�

ющие трансген в хромосому, используются для

трансдукции активно делящихся типов клеток.
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В частности, онко�ретровирусный вектор на

основе MoMuLV позволил трансдуцировать

МСК фетальной крови с эффективностью

80 % [37], в то же время эффективность транс�

дукции МСК фетальной крови лентивирус�

ным вектором на основе ВИЧ�1 составила

свыше 97 %. Кроме того, экспрессия трансгена

в МСК при ретровирусной трансдукции упала

до 48 % через 14 нед культивирования, тогда как

при лентивирусной трансдукции 94 % клеток

сохранили экспрессию GFP [37]. Hung et al.

[38] также отметили снижение уровня эксп�

рессии ретровирусного трансгена, тогда как

согласно данным Lee [39], трансдуцированные

ретровирусом МСК КМ взрослых доноров де�

монстрировали стабильную экспрессию IL�3

на терапевтическом уровне в течение не менее

6 мес. Ретровирусная трансдукция гена альфа�

L�идуронидазы (IDUA) нормализовала уро�

вень гликозаминогликанов в МСК КМ боль�

ного мукополисахаридозом IH [40]. Интродук�

ция в МСК КМ гена Indian hedgehog (Ihh) также

позволила значительно повысить уровень про�

лиферации ко�культивируемых ГСК [18].

Трансдукция МСК геном интерлейкина IL�7

обеспечила дозо�зависимый эффект на акти�

вацию и пролиферацию Т�лимфоцитов [41].

Пролиферация МСК, как и других первич�

ных популяций, в культуре замедляется и со

временем прекращается, что создает определен�

ные ограничения на их использование в кли�

ническом масштабе. В качестве решения упо�

мянутой проблемы было предложено ввести в

геном МСК иммортализующие трансгены,

например ген E6/E7 папилломавируса человека

(HPV), большой антиген Т SV40, онкоген ras

либо каталитическую субъединицу теломеразы

человека hTERT [18]. В частности, МСК КМ,

трансдуцированные геном hTERT, выращива�

ли в культуре более 600 дней. Достигнуто было

более 90 удвоений популяции с сохранением

нормального кариотипа и длины теломер [18].

Ретровирусная трансдукция МСК КМ пожи�

лого донора геном HPV16 E6/E7 также позво�

лила получить иммортализованную линию без

признаков неопластической трансформации

[38]. Показано, что экспрессия указанных ге�

нов не влияет на дифференцировочный потен�

циал МСК [42]. Трансдукция МСК КМ ретро�

вирусом, несущим гены Flt�3 лиганда и тром�

бопоэтина, обеспечивает длительную и стабиль�

ную поддержку роста гемопоэтических стволо�

вых/прогениторных клеток [43]. Аналогичны�

ми свойствами обладают иммортализованные

МСК, трансдуцированные геном каталитичес�

кой субъединицы теломеразы hTERT [18].

Генно�инженерная экспрессия в МСК КМ

человека гена фактора VIII посредством рет�

ровирусной трансдукции потенциально мо�

жет способствовать эффективной терапии ге�

мофилии А [44]. Введение в МСК КМ генов

внутриклеточного домена рецептора Notch

[45] либо noggin [46] способствовало расши�

рению дифференцировочного потенциала

трансгенных клеток, обеспечивая их диффе�

ренцировку в нейрональном направлении.

Активно изучаются также свойства гиперэкс�

прессированных в МСК нейротрофинов. Тран�

сплантация МСК, трансдуцированных геном

нейротрофного фактора мозга (BDNF), пока�

зала повышенный защитный эффект транс�

генных МСК в отношении ишемических пов�

реждений мозга [18]. Аналогичный эффект

показала интродукция в МСК человека транс�

гена GDNF, но не CNTF либо NT�3 [47]. По�

мимо стратегий, рассматривающих МСК в ка�

честве клеток�мишеней для трансдукции, су�

ществуют также предложения использовать

МСК как клетки�продуценты, в частности, ре�

комбинантных ретровирусов для транспланта�

ции и последующей клеточно�генной терапии

опухолей [48, 49].

Среди потенциальных негативных послед�

ствий генной терапии с использованием МСК

можно указать риски, свойственные генной

терапии в целом – иммуногенность вирусного

вектора (например, в случае аденовируса) либо

риск активации онкогенов и дестабилизации

генома (в случае ретро� и лентивирусных век�

торов, интегрирующихся в геном). Также следу�

ет учитывать возможность инактивации транс�

гена в ходе дифференцировки клеток in vivo,

упомянутую ранее [30, 38]. Эти риски допол�

няются опасностью онкотрансформации соб�

ственно стволовых клеток как при культуре in
vitro (в особенности при использовании им�

мортализующих трансгенов), так и при транс�

плантации in vivo (см. например [50]). Воз�

можность подобных негативных последствий

необходимо принимать во внимание при пла�
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нировании клинического применения генной

терапии с использованием стволовых клеток.

Технологии транзиентной и стабильной экс�

прессии трансгена находят свое применение в

различных стратегиях генетической модифи�

кации МСК человека. В целом для трансдук�

ции МСК человека были вполне успешно адап�

тированы различные типы рекомбинантных

вирусов. Основными целями исследователей

при этом являются обеспечение направленной

дифференцировки МСК и улучшения функ�

ции получаемых клеток (например ангиогене�

за), коррекция факторов отдельных патоло�

гий, контроль пролиферации клеток, а также

ряд задач фундаментального характера. Разви�

тие генно�терапевтических подходов на основе

МСК позволит реализовать потенциал генной

и тканевой инженерии в отношении терапии

ряда заболеваний, а также расширить фунда�

ментальное понимание принципов функцио�

нирования потенциально терапевтически по�

лезных генов.
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GENE THERAPY BASED 

ON HUMAN MESENCHYMAL 

STEM CELLS: 

STRATEGIES AND METHODS

Major technologies of transient and stable transgene

expression in hMSC are reviewed. Properties and efficien�

cies of recombinant lentiviruses, adenoviruses, AAV and

baculoviruses used for hMSC transduction are compared.

The aims of transgenesis include directed differentiation of

hMSC, function improvement, correction of pathology

factors and proliferatrion control, as well as many basic

research challenges.

А.В. Шахбазов, С.М. Космачова, 

Н.А. Картель, М.П. Потапнев

ГЕННА ТЕРАПІЯ 

НА ОСНОВІ МЕЗЕНХІМАЛЬНИХ 

СТОВБУРОВИХ КЛІТИН ЛЮДИНИ: 

СТРАТЕГІЯ ТА МЕТОДИ

Узагальнено основні напрямки генетичної моди�

фікації мезенхімальних стовбурових клітин людини,

а також найбільш поширені методи доставки трансге�

на, в основному на прикладі мезенхімальних стовбу�

рових клітин кісткового мозку. Наведено результати,

отримані із застосуванням різних методів трансфера�

ції та основних типів рекомбінантних вірусів.
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