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Сосудистые заболевания и, прежде всего, ишемическая болезнь сердца и кардиомиопатии, 
сопровождающиеся тяжелой сердечной недостаточностью, являются одной из главных причин смертности 
взрослого населения промышленно развитых стран [3]. Несмотря на достигнутые успехи в лечении этих 
заболеваний, значительная часть пациентов имеет абсолютные противопоказания для реваскуляризации с 
применением эндоваскулярной баллонной ангиоплатики, стентирования или шунтирования [2].

Поэтому большие надежды связываются с разработкой методов терапевтической реваскуляризации 
посредством применения пептидных факторов роста, в частности факторов роста эндотелия сосудов (VEGF), 
фибробластов (FGF1-5) и ангиопоэтина (Ang). Еще более перспективным представляется разработка 
технологий генотерагтии, предусматривающих прямое введение встроенных в векторную систему генов 
факторов роста сосудов в миокард, скелетные мышцы или непосредственно в сосудистую стенку [6, 8, 9, 13, 
14].

Преимуществом таких технологий является то, что даже при невысокой эффективности трансфекции, 
наблюдается стабильная секреция трансфектированной клеткой фактора роста в течение времени, 
достаточного для формирования сосудистой сети, как на периферии, так и в очаге поражения [1, 4, 5, 6, 7, 17, 
18].

В настоящее время большинство исследователей и клиницистов рассматривает трансфекцию, как самый 
многообещаюпптй метод терапевтической реваскуляризации, выгодно отличающийся от инъекции пептидных 
факторов роста высокой избирательностью и безопасностью терапии при однократном введении в область 
поражения [15, 19].

Однако накопленные к настоящему времени факты, полученные в ходе доклинических и клинических 
исследований, характеризуются значительным разбросом регистрируемых эффектов [10,11, 12,16,19]. Поэтому 
для обеспечения доклинического этапа испытаний технологии терапевтической реваскуляризации 
чрезвычайно актуальным является оценить в эксперименте эффективность использования генных конструктов.

Цель исследования
Оценить влияние внутримиокардиального введения генных конструктов ангиогенного фактора роста 

эндотелиоцитов в условиях экспериментальной сердечной недостаточности.
Материалы и методы исследования
Эксперименты проводили на кроликах - самцах породы Шиншилла массой 2,8-3,2 кг и возрастом 1-1,2 

года. Животным после премедикации атропином 0,04 мг/кг, для предотвращения отека слизистой трахеи, под 
тиопенталовым наркозом (внутрибрюшинно, 40 мг/кг) в условиях искусственной вентиляции легких проводили 
левую стернотомию. С целью обеспечения неполной окклюзии передней нисходящей артерии сердца 
выполнялась перевязка ее проксимального сегмента на мандрене, сужающая просвет сосуда на 80%. Опытной 
группе животных (п=5) сразу после наложения лигатуры интрамиокардиально однократно вводили генный 
конструкт фактора роста эндотелиоцитов phVEGF165 в концетрации 40 мкг/мл физиологического раствора, из 
расчета 50 мкг/см2 зоны ишемии с шагом по площади зоны 5 мм. Для повышения эффективности трансфекции 
миокардиоцитов в готовый раствор добавляли оригинальную комбинацию 2-диметиламиноэтанола и меченого 
по тритию глюкозамина (Amershem Biosciences). Последний, благодаря участию в формировании хелатной 
оболочки плазмиды, по радиоактивности клеточных компартментов позволяет отслеживать результативность 
трансфекции миокардиоцитов и локализацию вектора в клетках. Контрольной группе животных вводился 
физиологический раствор, включающий в себя все компоненты кроме генного конструкта.

Генный конструкт фактора phVEGF165 производства Sigma, синтезированный компанией по нашему 
заказу, представляет собой плазмидную ДНК с включением гена, состоящего из 165 кодонов, 
последовательность которого соответствует универсальной для человека и животных изоформе гена фактора 
роста эндотелиоцитов VEGF. В состав генного конструкта также входит участок цитомегаловирусного 
промоутера, регулирующего трансфекцию, гены-регуляторы, сайт полиаденирования и терминирующий кодон.

Уровень ангиогенеза оценивали на 30-е сутки после операциии на микроскопических срезах миокарда, 
окрашенных гематоксилин-эозином, на основании определения числа капилляров, среднего диаметра 
капилляров (d), измеряемого с помощью окуляр-микрометра, расчета плотности (п) (кап/мм2), обменной 
поверхности капилляров (ОГТК) и емкости капиллярного русла (ЕКП) на 1мм3 миокардиальной ткани. Изучение 
р 0 2 в зоне повреждения на открытом сердце проводили полярографическим методом с использованием 
генерирующей пары медная амальгама - кадмий.

Радиоактивность фракций клеток ядер и цитоплазмы определяли после дифференциального 
центрифугирования разрушенных гомогенизацией кардиомиоцитов на жидкостном сцинтилляционном 
счетчике Бета 2 (эффективность счета по 3Н - 56%).



Статистическая обработка проводилась с использованием пакета прикладных программ Statistica 3.04. 
Результаты считали достоверными при р<0,05.

Результаты исследования и их обсуждение
Полученные данные продемонстрировали, что на 30-й день после окклюзии в зоне моделируемой 

ишемии у контрольных животных плотность сосудистых элементов значительно отличалась от соседних зон с 
исходно адекватным кровоснабжением, что свидетельствует об отсутствии существенной стимуляции 
неоанпюгенеза в качестве компенсаторной реакции на снижение кровотока в условиях избранной модели 
повреждения.

В то же время в опытной группе было выявлено более плотное расположение капилляров, интенсивно 
анастомозирующих друг с другом и образующих переплетенную капиллярную сеть. В отдаленных от зоны 
вмешательства участках миокарда капилляры сохраняли прежнюю структуру - располагались параллельно друг 
к другу и имели правильный ход с ровными контурами.

При морфометрической оценке капиллярной системы зоны ишемии средний диаметр капилляров 
статистически не отличался в обеих группах животных (различие 4,4%, р>0,1). В опытной группе с введением 
генного конструкта по сравнению с контрольной группой в зоне моделируемой ишемии отмечалось увеличение 
плотности функционирующих капилляров (на 14,1%, р<0,05) и их обменной поверхности (на 25,4%, р<0,05). 
Важным показателем функционирования новообразованного капиллярного русла явилось увеличение 
парциального давления кислорода в бассейне кровоснабжения частично перевязанной артерии с 18,0±4,8 -  в 
контроле до 52,1 ± 11,3 (р<0,05) - после введения вектора VEGF165 (таб. 1).

Таблица 1
Морфометрические изменения микроциркуляторного русла миокарда в зоне моделируемой ишемии 

через 30 суток после неполной окклюзии передней нисходящей артерии (контрольная группа) и 
_________________ применения генного конструкта phVEGF165 (опытная группа)_______________

Параметры
микроциркуляторного русла 
миокарда

Контрольная группа 
Окклюзия

Опытная группа 
Окклюзия+ph VEGF 165

п (кап/мм2) 3,66±0,09 4,18±0,06*
d (мкм) 6,5±0,3 6,8±1,1
L (мм) 2120±80,0 2600,0±76,0*
ОПК (мм2) 46,52±1,2 62,4±5,5*
р02 (mmHg) 18,0±4,8 52,1±11,3*
* - отличия опытной группы от контрольной (р<0,05).

Полученные результаты свидетельствуют о том, что однократное интрамиокардиальное введение 
phVEGF165 в условиях моделируемой ишемии вызывает усиление неоангиогенеза в виде формирования новых 
капилляров, ответвляющихся от уже существующих, что свидетельствует об успешной трансфекции клеток 
миокарда плазмидной ДНК, экспрессии гена фактора роста эндотелиоцитов и продукции VEGF 
миокардиальными клетками в достаточном количестве для проявления его эффекта.

Раздельная радиометрия клеток, а также ядерной и цитоплазматической фракций биоптата миокарда в 
опытной группе показала, что основная часть внутриклеточной радиоактивности приходится на цитоплазму 
(95%), а не на ядерную фракцию (5%). Последнее указывает на эпигенетическое расположение вектора. Вместе 
с тем, внеядерная экспрессия введенного гена обеспечивает синтез VEGF в течение времени, необходимого для 
ангиогенеза. Тем самым, созданная модель позволяет оценивать эффективность терапевтического ангиогенеза, 
отрабатывать оптимальные режимы трансфекции генных конструктов in vivo, а также способов их введения. 

Выводы
1. Генный конструкт на основе плазмидной ДНК, включающей участок цитомегаловирусного 

промоутера, гены-регуляторы, сайт полиаденирования, терминирующий кодон и ген фактора роста 
эндотелиоцитов VEGF165 обладает способностью стимулировать ангиогенез.

2. Внеядерная локализация трансфецированного в миокардиоциты генного конструкта является 
достаточной для экспрессии гена VEGF165, образования фактора роста и проявления его 
ангиостимулирующего эффекта.
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