Введение 


ПРИНЯТЫЕ СОКРАЩЕНИЯ

б.о.е. - бляшкообразующая единица

ГКМ - гладкомышечные клетки

ДНК - дезоксирибонуклеиновая кислота

е.к. - единица карты

к.о.е. - колониеобразующая единица

кДНК - комплементарная ДНК

н. - нуклеотид

н.п. - нуклеотидная пара

ПЦР - полимеразная цепная реакция

РНК - рибонуклеиновая кислота

рРНК - рибосомальная РНК

ХАМ - хориоаллантоисная мембрана

ЭК - эндотелиальные клетки

Ad - аденовирус

ANG - ангиогенин

Ang - ангиопоэтин

BSA - бычий сывороточный альбумин

CAR - коксакьевирусный-аденовирусный рецептор

CELO - аденовирус птиц FAV1

FGF-2 - фактор роста фибробластов-2

GFP - зеленый флуоресцирующий белок

HCMV, CMV - цитомегаловирус человека

Hif-la - фактор, индуцирующий гипоксию-la

LMH - культура клеток гепатомы кур

Orf - открытая рамка считывания

рА - сигнал полиаденилирования

PBS - фосфатный солевой буфер

PIGF - плацентарный ростовой фактор

R - рецептор

SEAP - секретируемая щелочная фосфатаза

SPF - свободный от вирусных и бактериальных

контаминации

VEGF - фактор роста эндотелия сосудов

ВВЕДЕНИЕ АКТУАЛЬНОСТЬ ПРОБЛЕМЫ

В настоящее время для доставки различных терапевтических генов в органы и ткани млекопитающих широко применяются векторы на основе вирусов человека и животных. Вирусные векторные системы являются перспективными, поскольку вирус эффективно проникает в клетки и не требует использования дополнительных средств улучшения эффективности трансфекции. Широко используемым инструментом для доставки генов в клетки млекопитающих являются векторы на основе аденовирусов.

Наше исследование направлено на создание генно-инженерных конструкций, индуцирующих рост кровеносных сосудов в конечностях млекопитающих в результате доставки в ткани конечностей аденовирусных векторов, несущих гены факторов роста кровеносных сосудов. В качестве средства доставки данных генов в мышцы лабораторных животных нами были использованы вирусные векторы на основе аденовируса человека типа 5 (Ad5) и аденовируса птиц CELO. Аденовирусные векторы широко применяются для транзиентной экспрессии генов в клетках млекопитающих in vivo и in vitro. Исследуется применение векторов на основе аденовирусов человека и животных в качестве живых рекомбинантных вакцин для ветеринарии и медицины, а также для генной терапии.

В качестве целевых генов для доставки в мышцы лабораторных животных мы использовали гены факторов роста кровеносных сосудов, поскольку возможность
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регуляции роста кровеносных сосудов это одна из задач, стоящих перед медицинской наукой и практикой. Атеросклероз с постепенным сужением полости артерий и последующем уменьшением кровяного тока до сих пор остается одной из самых серьезных проблем в мире. Не смотря на то, что почти каждый орган в человеческом организме может быть поврежден, в большей мере заболеваемости подвержены: сердце (поражение венечной артерии), мозг (поражение церебральных сосудов) и нижние конечности (поражение периферических сосудов) [Rasmussen H.S. et al., 2002].

Известно, что в организме человека имеются естественные регуляторы роста кровеносных сосудов, способствующие образованию коллатералей, обходящих места закупорки артерий. Однако белки факторов роста кровеносных сосудов, при введении в организм, имеют короткий период полураспада [Takeshita S. et al. , 1994] , а для индукции роста сосудов нужно поддерживать необходимый уровень белка - ангиогена продолжительное время. Поэтому, для лечения ишемических заболеваний перспективными являются генно-терапевтические методы. Генная терапия предоставляет возможность для повышения в организме уровня белков - факторов роста кровеносных сосудов и поддержания его длительный период времени.

Существует множество факторов роста кровеносных сосудов, доставка которых в организм при помощи методов генной терапии, могла бы привести к лечебной неоваскуляризации. У большинства ангиогенных факторов уже исследуется механизм действия и эффективность индукции роста новых кровеносных сосудов. В нашем
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исследовании мы использовали ген фактора роста эндотелия сосудов (VEGF12i) и ген ангиогенина (ANG) .

ЦЕЛИ И ЗАДАЧИ ИССЛЕДОВАНИЯ.

Целью настоящей работы являлось получение рекомбинантных аденовирусов CELO-ANG, CELO- VEGF и Ad-ANG, несущих гены факторов роста кровеносных сосудов, и исследование возможности индукции неоваскуляризации в результате внутримышечного введения вирусов CELO-ANG, CELO- VEGF и Ad-ANG лабораторным животным.

В связи с этим, в процессе работы предстояло решить следующие задачи:

1. Создание векторов на основе аденовируса птиц CELO, несущих гены ANG и VEGF, методом гомологичной рекомбинации в культуре клеток LMH.

2. Создание вектора на основе аденовируса человека 5, несущего ген ANG, методом гомологичной рекомбинации в культуре клеток 293,

3. Изучение действия VEGF и ANG, экспрессируемых с генов в составе рекомбинантных аденовирусов, на ангиогенез в мышечной ткани конечностей лабораторных животных.

4. Разработка системы проверки биологической активности генов факторов роста кровеносных сосудов, находящихся в плазмидных векторах, при помощи трансфекции хорио-аллантоисной мембраны куриных эмбрионов.

5. Исследование антимикробной активности ангиогенина.
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ОСНОВНЫЕ ПОЛОЖЕНИЯ, ВЫНОСИМЫЕ НА ЗАЩТУ.

1. Созданы рекомбинантные вирусы на основе аденовируса человека типа 5 и на основе аденовируса птиц CELO, несущие гены факторов роста кровеносных сосудов (VEGFm и ANG) .

2. Показано, что созданные нами рекомбинантные аденовирусы индуцируют прирост кровеносных сосудов в мышечной ткани конечностей лабораторных животных.

3. Отработана система проверки биологической активности генов факторов роста кровеносных сосудов, находящихся в плазмидных векторах, при помощи трансфекции хорио-аллантоисной мембраны куриных эмбрионов.

4. Показано, что ANG не проявляет специфической антимикробной активности.

НАУЧНАЯ НОВИЗНА И ПРАКТИЧЕСКАЯ ЗНАЧИМОСТЬ.

Нами впервые были получены рекомбинантные аденовирусы CELO-ANG, CELO- VEGF и Ad-ANG, несущие гены факторов роста кровеносных сосудов.

Была продемонстрирована экспрессия генов ANG и VEGF в составе рекомбинантных аденовирусов.

Для проверки биологической активности генов факторов роста кровеносных сосудов, находящихся в плазмидных векторах, нами была разработана тест-система на основе трансфекции хорио-аллантоисной мембраны куриных эмбрионов рекомбинантными плазмидами.

Была продемонстрирована возможность индукции неоваскуляризации в мышцах крыс после введения им
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рекомбинантных аденовирусов, несущих гены факторов роста кровеносных сосудов.

Нами проведено исследование антимикробной активности ангиогенина, в ходе которого показано, что ANG не обладает антимикробной активностью.

Работа представляет не только научный, но и практический интерес. Нами показано, что аденовирусные векторы, в том числе и векторы на основе Ad птиц CELO, осуществляют эффективный перенос терапевтических генов в мышечные клетки и могут быть использованы в генной терапии ишемических заболеваний. Можно ожидать, что векторная конструкция на основе ДНК аденовируса птиц CELO после соответствующей модификации (инактивирования области GAM-1) окажется эффективной для использования в медицине, в частности в терапии ишимизированных конечностей у человека.
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Глава 1. ОБЗОР ЛИТЕРАТУРЫ

1.1. Аденовирусы как векторы для переноса генетической информации.

Уже в 60-х годах появились данные о способности аденовирусов человека включать в свой геном и экспрессировать чужеродный ген Т-антигена вируса SV-4 0 [Huebner R.J. et al., 1964, Rabson A.S. et al., 1964,Lewis A.M. et al., 1966]. Аденовирусы человека выращивали в первичной культуре клеток почки обезьяны [Couch R.B. et al., 1962]. Когда был открыт вирус SV40, оказалось, что полученные аденовирусные препараты загрязнены новым вирусом. Процесс очистки аденовирусов от загрязнения SV4 0 оказался успешным, однако обнаружилось, что клеточные культуры, инфицированные очищенными аденовирусами продуцируют Т-антиген вируса SV4 0. Объяснение этого явления заключалось в том, что аденовирусная ДНК образовывала рекомбинанты (гибриды) с ДНК вируса SV40. Первоначально такие гибриды требовали присутствия неповрежденных Ad в качестве помощников. Позднее были отобраны варианты, в которых чужеродные последовательности были интегрированы в раннюю транскрипционную область ЕЗ, которая, как оказалось, не была необходима для роста Ad в культуре клеток [Kelly T.J. et al., 1973, Lewis A.M. et al., 1973]. Рациональное использование аденовирусов в качестве векторов основывается на изучении их молекулярной биологии, а также на получении транскрипционных карт вирусных генов и полных нуклеотидных последовательностей некоторых серотипов.
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1.1.1. Общая характеристика аденовирусов

человека.

Аденовирусный геном состоит из линейных двуцепочечных молекул ДНК 32-3 6 т.п.н. Точка начала репликации находится внутри каждой из двух инвертированных повторяющихся терминальных последовательностей (ITR), которые имеют длину 100-150 п.н. в зависимости от серотипа. Отличительной особенностью аденовирусной геномной структуры является наличие 55 кДа терминального белка (ТР), который связан ковалентной связью через

фосфосериндезоксицитидинмонофосфат с каждым 5' концом. Несмотря на то, что трансфекция голой вирусной ДНК в компетентные клетки дает в результате вирусное потомство, в сотни раз более эффективен процесс, когда используется ДНК-ТР комплекс [Horwitz M.S., 1990, Hanahan D. et al., 1983].

Вирионы Ad имеют икосаэдрическую форму. Внешняя липопротеиновая оболочка отсутствует. Вирусный капсид состоит из 252 капсомеров. На каждой из 12 вершин капсида расположен капсомер, называемый пентоном. Он состоит из основания пентона (находится в составе капсида) и отходящего от него (1 или 2) фибера (экспонирован во внешнюю среду). Остальные 240 капсомеров называются гексонами и образуют грани капсида. Геном Ad кодирует около 30 белков, в состав вириона входят не менее 11 белков. [Хорвиц М.С., 1989, Nermut M.V., 1984]. Белки пентона обеспечивают взаимодействие Ad с клеточными рецепторами. С-концевой
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домен фибера (knob) осуществляет первичное высокоаффинное взаимодействие с рецептором CAR (coxsackie adenovirus receptor) [Bergelson J.M. et al., 1997]. Основание пентона несет RGD мотив, ответственный за связывание вириона с вторичными рецепторами (avp3-5 интегрины) и интернализацию Ad вирионов в зндосомы [Wickham T.J. et al., 1993].

Аденовирусы используют для транскрипции РНК-полимеразу хозяина, однако кодируют собственную ДНК-полимеразу. Экспрессия генов разделена на раннюю и позднюю фазы, которые различают по началу репликации вирусной ДНК. Ранние гены собраны в группы от Е1 до Е4 и транскрибируются с индивидуальных промоторов, которые локализованы на обеих цепях ДНК. Продукция поздних генов производится в результате сплайсинга единственной полицистронной мРНК, которая транскрибируется с единственного промотора-главного позднего промотора (MLP) [van Ormondt H. et al., 1984].

Продукты экспрессии ранних генов в основном участвуют в регуляции вирусной транскрипции, трансформации и репликации вирусной ДНК, в то время как поздние гены кодируют структурные вирусные белки. Гены El области кодируют белки, ответственные за регуляцию транскрипции (активация и ингибирование) вирусных и клеточных генов, а также белки, участвующие в трансформации клеток аденовирусами [Van der Eb A.J. et al., 1977]. [Stein R.W. et al., 1987, Reich N. et al. , 1988] . E2 область кодирует 58 кДа одноцепочечный ДНК-связывающий белок (продукт экспрессии Е2а транскрипционной единицы), 14 0 кДа ДНК-полимеразу и
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терминальный белок, важный для репликации вирусной ДНК [Hay R.T. et al., 1995, Sussenbuch J.S. 1984]. E3 транскрипционная единица кодирует белки Е3-14,7К, RID и ЕЗ-др19К, которые предотвращают уничтожение инфицированных клеток хозяйской иммунной системой [Wold W.S. et al. , 1998]. Е4 область кодирует б белков, выполняющих различные функции. Они обеспечивают репликацию вирусной ДНК, прекращение синтеза клеточных белков, транспорт мРНК поздних вирусных белков из ядра в цитоплазму и ингибирование транспорта большинства клеточных мРНК [Leppard K.N., 1997].

Поздняя фаза характеризуется качественными и количественными изменениями в транскрипции. Происходит тысячекратное увеличение транскрипции, инициированное MLP (главный поздний промотор). Поздние гены разделены на 5 семейств с LI no L5, которые кодируют различные структурные белки вириона. Для поздних мРНК Ad характерно наличие на 5' конце лидерной области, так называемого трехчастного лидера. L1 область, транскрибируемая и на ранних стадиях, на поздних стадиях считывается более эффективно [Хорвиц М.С., 1989, Sussenbuch J.S. 1984]. Белок IX, который транскрибируется со своего собственного промотора также существенен для сборки вирусной частицы [Ghosh-Choudhury G. et al., 1987].

1.1.2. Векторы на основе аденовирусов человека.

Вирусные векторы на основе аденовирусов человека являются широко используемым инструментом для доставки
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генов в клетки млекопитающих [Berkner К. 1988, Benihoud К. et al.f 1999, Grunhaus A. et al., 1992]. Преимуществами Ad векторов являются:

У Способность инфицировать широкое разнообразие как делящихся, так и не делящихся клеток. ^ Возможность получения аденовирусных препаратов с высоким титром.

> Штаммы, наиболее часто используемые для создания рекомбинантных аденовирусов (Ad2 и Ad5), хорошо изучены.

> Ad характеризуются большой пакующей емкостью генома, способны включать до 37 т.п.н. генетического материала [Bett A. et al., 1993].

У Вирусные векторы на основе аденовирусов можно использовать для транзиентной генной экспрессии, а их гибриды с другими вирусами (аденовирус-ретровирус, аденовирус-аденоассоциированный вирус) служат для обеспечения долговременной генной экспрессии за счет интеграции трансгенов в геном [Harui A. et al. , 1999]. Методики создания векторов на основе аденовирусов

постоянно совершенствуются. В настоящее время

существует 3 класса Ad векторов.
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