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СРАВНИТЕЛЬНОЕ ИЗУЧЕНИЕ ЭФФЕКТИВНОСТИ ЭКСПРЕССИИ 
БАКТЕРИАЛЬНОЙ β-ГАЛАКТОЗИДАЗЫ IN VIVO С ПОМОЩЬЮ 
ИММУИОФЛЮОРЕСЦЕНТНОГО АНАЛИЗА 

Исследомиш экспрессия гени бактериальной $-гилакто;шда:ш in vivo в гепиіоцитах 
х1Ы1иеи линии BALB/c. Использовано несколько секторных молекул, содержащих IticZ-
ген. Тестирование продукта экспрессии проиоОили иммунофлюоресцентным методом с 
последующей микроцитофотометрией. Обсуждаются преимущества использованного 
метода тестироаанип дли выявления отдельных трансформированных клеток и попу-
ляции гепатоцитов. 

Введение. Функциональная коррекция наследственных патологии ме-
тодами генной терапии требует детального изучения функционирования 
введенного генетического материала в клетках различных органов и 
тканей и включает в себя ряд экспериментальных подходов: тестиро-
вание наеденной Д Н К (ДНК-дот и Д Н К - б л о т анализы) и транскрипта 
( Р Н К - б л о т ) , тестирование продукта экспрессии (иммуиофермептпын и 
др. методы анализа количественного определения белка, Western-блот, 
использование специфических биохимических субстратов для выявле-
ния функциональной активности продукта экспрессии). Все эти методы 
позволяют оценить эффективность функционирования введенного гена 
в группе клеток, отдельном органе или ткани по суммарному продукту. 
В то ж е время в ряде случаев существует необходимость ПОКЛС1 очного 
изучения уровня экспрессии и для этих целей очень удобным инстру-
ментом может оказаться непрямой иммунофлюоресцентным (ИФ) ме-
тод [ 11. Целью настоящей работы явилось изучение функционирования 
бактериального IucZ-гена, кодирующего экспрессию β -галактозидазы 
в гепатоцитах мышей, и возможности корректного использования ИФ-
метода для получения быстрого ответа об экспрессии гена на уровне 
отдельной клетки. 

Материалы и методы. В экспериментах по исследованию экспрессии гена бакте-
риальной β -галактозидазы использованы векторные молекулы, содержащие /acZ-ген 
Fscherichia culi, плазмиды рСА293 [2] и pCIfllO. Кроме того, применяли конструкцию 
pGA293A, представляющую собой плазмиду pGA293 с клонированным по BamHI-сай-
ту /4/и-повтором, и плазмиду pGA293Z^, лишенную £соА!/-фрагмента, содержащего 
ген бактериальной β -галактозидазы. 

ISSN 0233-7057. БИОПОЛИМЕРЫ И КЛЕТКА. 1090. Т. 6. -Ne I 63 



В опытах по одновременному введенню животным нескольких ллазмид использо-
вали pGA293A и pKCR2 (в плазмиду pKCR [3] клонирован по BamH 1-еайту полнораз-
мерный гесА-гсч Е. coii) в соотношении 1 : 1 . 

В качестве переносчика Д Н К использовали отрицательно з аряженные моноламсл-
лярные липосомы размером от 10 до 100 им. Концентрация липида составляла 20 м г / 
/ м л . Плазмндную Д Н К заключали в липосомы методом кальциевой плавки (Ca-fu-
s ion) . Количество заключенной в липосомы Д Н К соответствовало 7—10 % количества 
внесенной. Размеры, ламеллярность и сохранность лнпосом контролировали с помо-
щью электронной микроскопии с использованием методов негативного контрастирова-
ния Il срезов. 

Результаты и обсуждение . В экспериментах , проведенных на мы-
шах. использовали животных линии BALBjc двухмесячного возраста . 
М а т е р и а л (60 мкл на особь, г. е. 0,3 мг липидов и 10 мкг Д Н К ) вво-
дили в крупную н и ж н ю ю долю печени, из той ж е доли б р а л и ткань д л я 
цитологических препаратов гепатоцитов. Изготовление препаратов ге-
патоцитов подробно описано ранее [4]. Б а к т е р и а л ь н у ю β - г а л а к т о з п д а -
зу тестировали в к а ж д о й отдельной клетке о б р а з ц а на цитологических 
п р е п а р а т а х непрямым ИФ-методом с последующей цнтофотометрией 
через 24 ч и 8 сут при длине волны 520 им. 

Экспрессию /acZ-гена, кодирующего синтез б а к т е р и а л ь н о й β-га-
л а к т о з и д а з ы , предварительно проверяли на культуре / . ^ - - к л е т о к . 
Т р а н с ф о р м а ц и ю проводили Са 2 +-фосфатным методом. Через 4 ч после 
т р а н с ф о р м а ц и и L-клеток плазмидой pGA'293 примерно у 35 % клеток 
н а б л ю д а л а с ь я р к а я флюоресценция цитоплазмы в зеленой области 
спектра , что свидетельствовало о появлении в к л е т к а х бактериальной 
β - г а л а к т о з и д а з ы . Н а л и ч и е β - г а л а к т о з и д а з ы было т а к ж е подтверждено 
другим цитохимическим методом — о к р а ш и в а н и е м препаратов О Н Ф Г 
[5J. В гепатоцигах ннтактных животных продукт реакции в виде мел-
ких гранул располагался по периферии ядра и клетки, в меньшем ко-
личестве — в центральной части цитоплазмы. В опытных в а р и а н т а х 
гетерогенность клеток по β -галактозидазной активности по сравнению 
с контролем проявляется более четко. У большинства клеток отмечает-
ся появление плотных скоплений продукта экспрессии β - галактозидаз -
Iioii активности б л и ж е к периферии клетки. Отдельные гранулы про-
дукта располагались вокруг ядер либо свободно — в цитоплазме . 
У части клеток распределение продукта , о б л а д а ю щ е г о ферментативной 
активностью, не отличалось от такового в гепатоцигах контрольных 
животных. 

При исследовании экспрессии гена бактериальной β - галактозида -
зы и гепатоцигах мышей проведено сравнение функционирования двух 
различных векторов, несущих lacZ-ген, — плазмид pGA'293 и рСНПО. 
Проведенными ранее [4] экспериментами было показано, что введение 
в печень мышей чужеродного генетического м а т е р и а л а обеспечивает 
его функционирование в органе в течение 2 сут. При использовании в 
опытах плазмиды рСНПО в составе липосом через сугки н а б л ю д а л и с ь 
аналогичные результаты, но с более в ы р а ж е н н ы м смещением кривых 
распределения в сторону увеличения интенсивности флюоресценции, а 
т а к ж е незначительным возрастанием доли я р к о флюоресцирующих 
клеток (рис. 1). 

Использование ж е в опытах конструкции ρGA '293А в составе ли-
посом позволило усилить β - г а л а к т о з и д а з н у ю активность в гепатоцигах . 
Происходило увеличение интенсивности флюоресценции ц и т о п л а з м ы 
гепатоцитов по сравнению с таковой при работе с плазмидоі і pGA293 
без .4/»-повтора. Эффект н а б л ю д а л с я через 24 ч после введения плаз -
милы в составе липосом. В гепатоцигах контрольной группы живот-
ных, которым инъецировалась плазмида pGA293ZA в составе липосом, 
проявлялись незначительное увеличение флюоресценции по сравнению 
с нптактнымн животными п типичная для этого варианта форма рас-
пределения. 
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И з у ч а л и т а к ж е длительность сохранения продукта экспрессии 
/acZ-гена в гепатоцитах животных. П о п р едв ар и тел ьным р е з у л ь т а т а м , 
через 8 сут после инъекции в печень мышей заключенной в липосомы 
п л а з м и д ы pGA293A в гепатоцитах части животных п р о д о л ж а е т тести-
роваться продукт экспрессии /acZ-гена, однако максимумы на кривых 
распределения имеют менее в ы р а ж е н н ы й х а р а к т е р (рис. 1). По-ви-
димому, последовательность Alu выполняет здесь либо промоторные, 

Рис. 1. Распределение гепатоцитов мыши по уровню флюоресценции через 24 ч после 
инъекции плазмлд в составе липосом: I — pGA2293Z ; 2 — pGA293\ 3—рСН110\ 4— 
pGA2')3A; 5 — плазмида pGA293A через 8 сут 
Fig. 1. Dis t r ibut ion of hcpalocytcs by f luorescence intensi ty 24 h a f t e r injection of dif-
ferent pi asm icl s included into l iposomes: 1 — pGA2293Z^, 2 — pGA293, 3 — pCHUO, 4 — 
p(iA293A, 5 — 8 days a f t e r inject ion of plasrnid pGA293A included into l iposomes 

Рис. 2. Трансформация гепатоцитов in vivo плазмидами pGA293А и pKCR2 в составе 
липосом (2—4) и инъекция ненагруженных липосом ( / ) . Сутки после инъекций: 1 — 
3— препараты окрашены сывороткой к RecA-бслку; 4 — сывороткой к f i -галактозида-
зе; I1 2, 4 — распределение гепатоцитов по уровню свечения цитоплазмы; 3—ядер 
Fig. 2. T r a n s f o r m a t i o n of l icpatocytcs in vivo by p lasmids pGA293A and pKCR2 included 
into l iposomes {2-4), injection of l iposomes (1), 24 h a f te r in jec t ions; 1-3 — used nonla-
bolcd an t i se rum to RecA protein, 4 — an t i se rum to β -ga lac tos idasc ; 1, 2, I — distr ibut ion 
of l icpatocytcs by f luorcsccnce intensi ty of cy top lasm; 3-—nucleus 

либо энхансериые функции, что приводит к большему накоплению про-
дукта экспрессии /acZ-гена. Проявление индивидуального ответа и ин-
дивидуальных особенностей отдельных животных соответственно здесь 
выявляются более четко, чем в опытах, где тестирование продукта 
проводили через сутки. Очевидно, это может быть объяснено наложе-
нием различных компенсаторных механизмов, в к л ю ч а е м ы х клеткой. 

В ряде случаев существует необходимость одновременного вве-
дения нескольких различных генов. Использование липосом позволяет 
осуществлять доставку различного генетического м а т е р и а л а , а приме-
няемый в работе И Ф - м е т о д предоставляет возможность изучать эффек-
тивность экспрессии и ее вероятную избирательность в различных 
клетках исследуемой ткани пли органа . 

После одновременного введения в клетки печени in C i i 1 O плазмнд 
pGA293A и pKCR2 в составе липосом продукты экспрессии генов вы-
являли , используя при о к р а с к е препаратов соответствующие кроличьи 
сыворотки к бактериальной β - г а л а к т о з п д а з е и -белку (с тит-
рами 1 : 32 и 1 : 16). Через сутки после инъекций у всех опытных жи-
вотных светимость гепатоцитов после окраски препаратов сывороткой 
к р - г а л а к т о з и д а з е не отличалась по интенсивности от таковой у конт-
рольных животных, которым вводили ненагруженные Д Н К липосомы 
(рис. 2 ) . Этот результат р а с с м а т р и в а л с я как следствие отсутствия 
бактериальной β - г а л а к т о з и д а з ы в клетках гепатоцитов и свидетельст-
вовал об отсутствии экспрессии /acZ-гена при введении в печень одно-
временно двух плазмнд . 

Вместе с тем при окраске препаратов сывороткой к RecA-белку 
уровень флюоресценции гепатоцитов резко возрастал и RecA-белок 
тестировался к а к в цитоплазме , так и в я д р а х гепатоцитов через сут-
ки после инъекции (рис. 2 ) . Таким образом, проведенный эксперимент 
показывает , что И Ф - а н а л и з позволяет оценивать не только эффектив-
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nucib экспрессии введенного ген а, но и провести сравнительное опре-
деление функционирования различных генетических конструкции в 
клетках органа . 

И с х о д я и з опыта работ по тестированию экспрессии чужеродных 
гонов к а к в к у л ь т у р а х клеток ж и в о т н ы х , так и в к л е т к а х о р г а н а , И Ф -
мстод в сочетании с цитофотометрией можно считать достаточно кор-
ректным инструментом для быстрой экспресс-оценки функционирова-
ния гена. Необходимым условием корректного использования метода 
является т щ а т е л ь н а я очистка исходных немеченых сывороток (дву-
кратное высаливание γ -глобулннов сульфатом аммония, очистка их 
на Д Э А Э - ц е л л ю л о з е , доочистка печеночным порошком) , что исключает 
появление перекрестных иммунологических реакций [(), 7]. Следует 
т а к ж е и з б а в л я т ь с я от несвязанного флюорохрома в меченной флюо-
ресцешжзотиоциона том ( Ф И Т Ц ) ослиной антикроличьей сыворотке. 
Метод плацебо, применяемый при измерении флюоресценции клеток, 
т а к ж е способствует получению объективных результатов . 

Поскольку нммунофлюоресценгный а н а л и з позволяет работать на 
отдельных клетках , а не на суммарном продукте, несомненным досто-
инством метода является возможность альтернативного выявления от-
дельных трансформированных клеток в популяции. 

COMPARATIVE S T U D I E S IN E F F I C I E N C Y 
O F E X P R E S S I O N O F BACTERIAL β G A L A C T O S I D A S E 
IN VIVO BY T H E I M M U N O F L U O R E S C E N C E M E T H O D 

S. P. Shpilevaya,. I. E. Kostetsky, L. 1. Likhacheva, L. G. Zharova, 
D. M . Irodov, Ε. V. U s e n k o , Т. V. Siolyar, V. A. Kordium 

Ins t i tu te of Molecular Biology and Genetics, 
Academy of Sciences of the Ukra in ian SSR, Kiev 

S u m m а r у 

The expression of some vector molecules encod ing the synthesis of bacterial β -ga lac to -
s idase in mouse liver hepa locy tes 24 h a f t e r direct injection has been inves t iga ted . The 
a d v a n t a g e s of immunof luorescence method with the microcytophotomet ry for rapid test 
of gene expression at the cell level are discussed. 
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