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Аннотация. Цель исследования – провести сравнительный морфологический анализ влия-
ния имплантации и модифицированного аденовируса Ad 5/3 на эффективность локальной доставки генов 
в клетки периимплантационной ниши in vivo. Материал и методы. Эксперименты проводились на ла-
бораторных крысах, которым были имплантированы коллагеновые мембраны сроком на 2 недели. Через 
3 и 7 дней после введения аденовирусов (wt, Ad 5/3) ткани фиксировали для гистологического исследова-
ния и анализа трансдуцированных клеток методом in situ ПЦР. Результаты. Установлено, что наличие 
коллагенового имплантата улучшало биораспределение вирусных частиц, а модификация Ad 5/3 значи-
тельно повышала эффективность трансдукции фибробластов и макрофагов в периимплантационной зоне. 
При отсутствии имплантата эффективность трансдукции снижалась для обоих типов аденовирусов. Мор-
фометрический анализ выявил, что основными трансдуцированными клетками были фибробласты со-
единительнотканной капсулы, окружающей имплантат. Заключение. На основании сравнительного 
морфологического и молекулярно-биологического исследования был определен оптимальный протокол 
локальной доставки генов с помощью аденовирусных векторов для задач периимплантационного тарге-
тирования. Было охарактеризовано влияние модификации аденовируса на тропность и эффективность 
доставки гена в клеточные компоненты периимплантационной ниши, и установлено, что Ad 5/3 по этим 
параметрам значительно превосходит AD wt. Развитие и дальнейшее применение предлагаемого нами 
метода периимплантационного таргетирования способно обеспечить локальную, эффективную и безопас-
ную доставку генов, что позволит значительно расширить показания к генной терапии и ее доступность 
для врачей и пациентов. Кроме того, данный метод может быть адаптирован для использования в различ-
ных органах и при различных заболеваниях. 
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Abstract. The aim was to conduct a comparative morphological analysis of the effect of implantation 
and modified adenovirus Ad 5/3 on the efficiency of local gene delivery to cells of the peri-implantation niche in 
vivo. Material and methods. The experiments were carried out on laboratory rats, which were implanted with 
collagen membranes for a period of 2 weeks. Three and seven days after the introduction of adenoviruses (wt, Ad 
5/3), the tissues were fixed for histological examination and analysis of transduced cells by in situ PCR. Results. 
The results showed that the presence of a collagen implant improved the biodistribution of viral particles, and the 
modification  of  Ad  5/3  significantly  increased  the efficiency of transduction of fibroblasts and macrophages in   
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the peri-implantation zone. In the absence of an implant, the transduction efficiency decreased for both types of 
adenoviruses. Morphometric analysis revealed that the main transduced cells were fibroblasts of the connective 
tissue capsule surrounding the implant. Conclusion. Based on comparative morphological and molecular bio-
logical studies, an optimal protocol for local gene delivery using adenoviral vectors for peri-implantation target-
ing was determined. The effect of adenovirus modification on the tropism and efficiency of gene delivery to the 
cellular components of the PIN was characterized, and it was found that Ad 5/3 significantly exceeds AD wt in 
these parameters. The development and further application of the peri-implantation targeting method proposed 
by us can ensure local, effective and safe gene delivery, which will significantly expand the indications for gene 
therapy and its availability to doctors and patients. In addition, this method can be adapted for use in various 
organs and for various diseases.  
 

Keywords: peri-implantation niche; implantable biomaterials; reparative regeneration; biodistribu-
tion; adenovirus; local gene delivery; gene therapy; in situ PCR 
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Введение 
 

Генная терапия представляет собой пе-
редовую медицинскую технологию, направ-
ленную на коррекцию патологических про-
цессов или стимуляцию репарации и регене-
рации. Это наиболее специфичный и патоге-
нетически обоснованный метод лечения в со-
временной медицине [6]. Суть генной терапии 
заключается во введении в соматические 
клетки пациента генетической информации в 
виде фрагментов ДНК, РНК или других моле-
кул, способных кодировать пептиды и белки. 
Клетки-мишени, получив новые генные 
фрагменты, приобретают способность синте-
зировать белковые факторы, такие как фер-
менты, гормоны, цитокины, факторы роста 
или антитела. Таким образом, вместо внешне-
го получения лекарств, клетки организма 
«обучаются» самостоятельно их производить. 

Введение генетического материала мо-
жет осуществляться ex vivo – с предваритель-
ной обработкой клеток пациента вне орга-
низма и последующим возвращением их в 
нужный участок тела или кровоток [18], или 
in situ – непосредственно на месте, либо сис-
темно через кровоток [12]. Несмотря на мно-
гочисленные биомедицинские и экономиче-
ские преимущества генной терапии, ключевой 
проблемой остается доставка генетических 
материалов в строго определенные органы, 
ткани и клетки-мишени, а также обеспечение 
локальной экспрессии генов без разрушения 
введенного материала эндогенными система-
ми защиты организма [19]. Использование 
имплантатов открывает перспективы реше-
ния этой проблемы, обеспечивая адресную 
доставку генетического материала в опреде-
ленные клетки и ткани для эффективной и 
безопасной трансдукции в пределах заданной 
анатомической области без утечки генов в 
другие участки тела. 

Первый шаг в решении задачи доставки 
– упаковка генетических материалов в специ-
альные носители, называемые векторами. 
Векторы могут быть вирусными (способными 
самостоятельно проникать в клетки через свя-

зывание с определенными рецепторами) или 
невирусными (проникающими в клетки через 
повреждения мембран или связывание ли-
гандов с рецепторами). В нашем проекте ис-
пользуются специально модифицированные 
аденовирусные векторы, которые способны 
проникать в клетки, но не реплицироваться и 
не интегрироваться в геном клетки-мишени, 
что обеспечивает временную экспрессию за-
кодированных белков [7]. Исходные аденови-
русы обладают низкой патогенностью для че-
ловека и обычно вызывают симптомы легкой 
простуды. 

Второй шаг – преодоление циркулятор-
ных и тканевых барьеров для доставки векто-
ров в заданные ткани и клетки-мишени. Ре-
шением стало введение векторов непосредст-
венно в ткани с помощью имплантатов, что 
позволяет доставить высокую концентрацию 
векторов прямо к клеткам-мишеням и избе-
жать нецелевых эффектов. Однако не все 
клетки вокруг имплантата способны эффек-
тивно поглощать вектор без ущерба для соб-
ственного выживания. Оптимальным реше-
нием является использование векторов, спо-
собных связываться с клетками через специ-
фические рецепторы [14, 17]. Аденовирусные 
векторы обладают такой способностью, но не 
все клетки организма экспрессируют рецепто-
ры аденовирусов. Клетки в зонах воспаления, 
регенерации, ран и опухолей имеют высокую 
экспрессию этих рецепторов и могут служить 
мишенями для аденовирусных векторов. 

В данном проекте мы предлагаем новый 
метод локальной доставки генетических ма-
териалов, универсально применимый для лю-
бых клеток, тканей и органов человека, кото-
рый мы назвали периимплантационным тар-
гетированием. Учитывая, что рецепторы аде-
новирусов присутствуют на клетках в зонах 
репаративного воспаления, мы предлагаем 
искусственно создавать такие области путем 
введения небольших имплантатов. Одновре-
менно с имплантатом в ткань вводятся адено-
вирусные векторы. 

Целью данной работы было оценить 
эффективность и специфичность трансдукции 
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клеток периимплантационной ниши у крыс с 
имплантированными подкожно коллагено-
выми мембранами на 3-и и 7-е сутки после 
инъекции модифицированных аденовирус-
ных векторов Ad5/3 и AD wt. 
 

Материал и методы исследования 
 

Получение сшитых коллагеновых мем-
бран для имплантации. Для исследования 
коллагеновые мембраны получали с помощью 
электрофоретического осаждения [2]. Полу-
ченные таким образом мембраны обладали 
высокой стабильностью, что обеспечивало 
контролируемые условия тканевого ответа. 
Для создания коллагеновых мембран исполь-
зовали коллагеновый материал, полученный 
из децеллюляризированных тканей живот-
ных. Для экстракции коллагена свежезамо-
роженные сухожилия крупного рогатого скота 
размораживали и разрезали на фрагменты 
толщиной 1 см, затем подвергали обработке в 
0,5 М NaCl, гомогенизировали в 0,5 М уксус-
ной кислоте (12 ч) и осуществляли гидролиз с 
0,1% пепсином (12 ч). Останавливали гидро-
лиз, доводя 1 М NaOH pH суспензии до 7,5, а 
затем переосаждали 2 M NaCl. Образовавший-
ся коллагеновый осадок повторно растворяли 
в 0,5 М уксусной кислоте и диализировали 
против 0,5 М уксусной кислоты в течение 
3 дней с ежедневной сменой диализирующего 
раствора. Конечную концентрацию коллагена 
в суспензии анализировали гравиметриче-
ским методом. Затем получали коллагеновые 
мембраны путем последовательного электро-
форетического осаждения (3 цикла по 20 мин) 
суспензии коллагена (в концентрации 
5 мг/мл). Осаждение проводили в электрохи-
мической ячейке, разделенной на две части 
полупроницаемым барьером из регенериро-
ванной целлюлозы (Sigma-Aldrich, США) и 
содержащей пластинчатые электроды с под-
ключенным к ним источником постоянного 
тока с напряжением 60 В. Полученные мем-
браны отслаивали от поверхности полупро-
ницаемого барьера и обрабатывали в изопро-
пиловом спирте, а затем высушивали внутри 
ламинарного шкафа. Сшивку коллагеновых 
мембран проводили 0,625% раствором гени-
пина (FUJIFILM Wako Pure Chemicals, Япо-
ния) в 80% этаноле (12 ч, 37°C). 

Получение аденовирусных векторов 
Ad 5/3 и AD wt. Шаттл-вектор pShuttle-IRES-
LacZ был рекомбинирован в электрокомпе-
тентных клетках Е. сoli штамма BJ5183 
(Agilent) с плазмидными векторами (Ad5-
deltaЕ1/deltaЕ3) и (Ad3-deltaЕ1/deltaЕ3), соот-
ветствующими полноразмерному геному аде-
новируса человека 2.5 серотипа, но содержа-
щие делеции в геноме в областях Е1 и Е3 (Ad3-
deltaЕ1/deltaЕ3) с получением дефектного по 
репликации аденовирусных вектора (AdLacZ), 
содержащих замену белка фибер серотипа 
человека типа 5 на 3. Для электропорации мы 

взяли аликвоту компетентных клеток в объе-
ме 40 мкл на льду, в которую добавили 1 мкг 
Ad5-deltaЕ1/deltaЕ3 и Ad3-deltaЕ1/deltaЕ3 век-
тора и смешали их с 300 нг плазмидой 
(pShuttle-IRES-LacZ). Затем клетки перемес-
тили в кювету для электропорации в следую-
щих условиях: 200 Ω, 2.5 kV, 25 μF. После чего 
к клеткам в кювете добавили 1 мл SOC сте-
рильной бактериальной среды, перенесли 
клетки в эппендорф и оставили восстанавли-
ваться после электрошока еще 1 час при тем-
пературе 37°С. Бактериальные культуры сеяли 
в объеме 100–200 мкл в чашку Петри с ага-
ром, содержащим Канамицин. На следующий 
день отбирали единичные клоны. Получен-
ные бактериальные клоны (всего 15 различ-
ных клонов на рекомбинацию, выросших на 
агаре, содержащем канамицин) были наро-
щены в 4 мл LB среды, содержащего Канами-
цин. Из пула бактерий была выделена ДНК, и 
размер ДНК выделенных рекомбинантных 
клонов был исследован с контролем в виде 
циркулярной формой плазмиды Ad3-
deltaЕ1/deltaЕ3 (Ad5-deltaЕ1/deltaЕ3). Наши 
данные говорят, что все 15 выбранных клонов 
имели ДНК с высоким молекулярным весом 
и, в дальнейшем, они взяты в реакцию рест-
рикции с рестриктазой Pас1. Такую реакцию 
ставили в объеме 10 мкл на образец в течение 
2 часов. Результаты рестрикции были также 
исследованы в агарозном геле (1% гель) про-
тив контроля Ad3-deltaЕ1/deltaЕ3 (Ad5-
deltaЕ1/deltaЕ3), также обработанного Pас1. 
Перед трансфекцией HEK293 клеток мы пре-
паративно нарастили по одному бактериаль-
ному клону в объеме 200 мл LB, выделили 
тотальную бактериальную ДНК набором кам-
пании Евроген (миди набор). Измерили каче-
ство и количество выделенной ДНК спектро-
фотометрически, затем 30 мкг мы порезали 
рестриктазой Pac1 в присутствии избыточного 
количества фермента в течение ночи при тем-
пературе 37°С в объеме 50 мкл. На следующий 
день препаративно высокомолекулярный 
плазмидный фрагмент ДНК был вырезан из 
агарозного геля с помощью набора кампании 
Евроген и растворен в пределах концентрации 
200–300 нг на 1 мкл деионизованной воды и 
заморожен при -20°С. Для наращивания ви-
руса мы взяли 5 мкг полученного фрагмента и 
провели трансдукцию НЕК293 
(80% монослоя, Т25 матрас, 2×106 клеток) с 
использованием липосом. После трансфекции 
клеткам меняли среду каждые 3 дня до появ-
ления повреждений монослоя клеток, вы-
званных цитопатическим действием аденови-
руса. Затем вирус наращивали по стандартной 
технологии и титровали на клетках линии 
НЕК293. Инфекционный титр для Ad5/3 и Ad 
wt составлял 1012 инфекционных частиц на 
клетку. Аликвоты вирусов были заморожены 
при минус 80°С. 

Манипуляции с животными. Для им-
плантации in vivo коллагеновые мембраны 
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были предварительно стерилизованы этано-
лом. Имплантацию проводили крысам линии 
Wistar, весившим 210±20 г. 

Эксперимент был одобрен локальным 
этическим комитетом Сеченовского Универ-
ситета. 

Животных содержали в стандартных ус-
ловиях вивария: по 3–4 самца в клетке. Ане-
стезию проводили препаратами Золетил 
1,5 мг/кг и Ксила 0,2 мг/кг внутрибрюшинно. 
Предварительно на спине в месте инъекции 
сбривали шерсть. У каждого животного тупым 
разрезом скальпеля было сделано два под-
кожных имплантационных кармана. Сформи-
рованные карманы промывали 0,05% водным 
раствором хлоргексидина. Стерильные мем-
браны размером 10×10×1 мм помещали в 
карманы. Хирургическую рану плотно ушива-
ли прерывистыми швами. Для профилактики 
гнойно-септических осложнений животные 
получали энрофлоксацин перорально в тече-
ние 7 дней. Через 2 недели после импланта-
ции мембран в область импланта при помощи 
инсулинового шприца были введены 200 мкл 
раствора, содержащего аденовирусные векто-
ры в трех дозах: 1011 (высокой), 1010 (средней) 
и 109 (низкой) в.ч./мл. В правый подкожный 
карман инъецировали аденовирусный вектор 
Ad 5/3, в левый подкожный карман – Ad wt. 
Для доказательства, что формирование кап-
сулы способствует более эффективной транс-
дукции клеток были введены контрольные 
группы без имплантата, но с инъекцией ви-
русных частиц в разной концентрации. 

Животных выводили из эксперимента 
на 3-и и 7-е дни после инъекционного введе-
ния аденовирусных векторов. Таким образом, 
общая продолжительность эксперимента со-
ставляла 17 и 21 день. В день выведения из 
эксперимента с помощью передозировки Зо-
летила у самцов крыс забирали имплант с ко-
жей и окружающими мягкими тканями. Об-
разцы тканей помещали в 10% нейтральный 
забуференный формалин (Биовитрум, Россия) 
и отправляли на гистологическое исследова-
ние. 

Гистологический анализ. В экспери-
менте было исследовано 72 образца мягких 
тканей в участке имплантации коллагеновых 
мембран (кожа, мембрана, соединительнот-
канная капсула) от лабораторных крыс, кото-
рым инъекционно были введены аденовирус-
ные векторы, а также 24 образца мягких тка-
ней контрольных групп с инъецированными 
вирусными частицами, но без имплантиро-
ванных коллагеновых мембран. Образцы тка-
ней фиксировали в 10% нейтральном забуфе-
ренном формалине (Биовитрум, Россия) в те-
чение суток. После чего проводили стандарт-
ную проводку в изопропаноле и заливали в 
парафин (Биовитрум, Россия). На микротоме 
Leica RM 2125RTS (Leica Microsystems, 
Germany) изготавливали срезы толщиной 
4 мкм, окрашивали гематоксилином и эози-

ном (Биовитрум, Россия) и по Маллори (Био-
витрум, Россия) по стандартным протоколам. 
Гистопрепараты исследовали с помощью уни-
версального светового микроскопа Leica DM 
4000 B LED (Leica Microsystems, Германия) с 
камерой Leica DFC 7000 (Leica Microsystems, 
Германия) под управлением программного 
обеспечения LAS V4.8 (Leica Microsystems, 
Германия). Также гистопрепараты были 
оцифрованы на гистосканере NanoZoomer 
S20MD (Hamamatsu, Япония) для проведения 
морфологического анализа. На гистопрепара-
тах оценивали состояние и степень биодегра-
дации коллагеновой мембраны, воспалитель-
ные и фибротические изменения в соедини-
тельнотканной капсуле, состояние окружаю-
щих тканей. 

Полимеразная цепная реакция (ПЦР) in 
situ. Образцы тканей подготавливали для 
проведения полимеразной цепной реакции in 
situ с помощью антигенной демаскировки, 
проводимой при 70°С в течение 30 мин в де-
маскирирующем буфере (Antigen retrieval 
buffer 100x Tris-EDTA, pH 9) (Abcam, Велико-
британия). Амплификацию аденовирусной 
ДНК осуществляли на амплификаторе для 
ПЦР in situ (Eppendorf, Германия). Использо-
вали праймеры к гену pVI, кодирующему гек-
сон-ассоциированный белок (AAA92214.1), 
имеющийся у аденовирусов Ad 5/3 и Ad wt. 
Для конструирования праймеров был исполь-
зован онлайн-блок Primer-BLAST, интегриро-
ванный в базу данных NCBI. Прямой праймер 
5’-3’: TCAACTTTGCGTCTCTGGCC, обратный 
праймер 5’-3’: GCGGGGATCAAGCTTACTGT с 
концентрацией 1 μM. В смесь для амплифика-
ции входили флуоресцеин-12-dUTP 1/3 (Sileks, 
Россия), Taq-полимераза, Taq-буфер, деиони-
зированная вода (Евроген, Россия). Режим 
амплификации 30 циклов (денатурация 95°С, 
2 мин, денатурация 95°С, 15 с, отжиг 60°С, 
15 с, элонгация 72°С, 30 с). Наработанный ме-
ченный амплификат фиксировали на срезе 
ткани инкубацией в 96% этаноле в течение 
10 мин. На следующем этапе контрастировали 
ядра, добавив к срезу ткани DAPI (NucBlue, 
LifeTechnologies, США) и закрыв срез покров-
ным стеклом. Анализировали результаты 
проведения ПЦР in situ на конфокальном 
микроскопе Olympus FV3000 (Olympus, Япо-
ния). 

Морфометрический анализ. В про-
граммах NDP.view2 (Hamamatsu, Япония) на 
гистосканах при увеличении ×200 измеряли 
толщину имплантированной коллагеновой 
мембраны, толщину фиброзной капсулы, 
плотность макрофагов, гигантских много-
ядерных клеток, лимфоцитов, капилляров на 
1 мм2 площади фиброзной капсулы. В про-
грамме ImageJv1.54j (GraphPadSoftware, США) 
на микрофотографиях конфокального микро-
скопа при увеличении ×100 оценивали отно-
сительную интенсивность флуоресценции 
трансдуцированных клеток. 
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Статистический анализ. Статистиче-
ский анализ экспериментальных данных про-
водился с использованием программного 
обеспечения GraphPadPrism 10.00. Нормаль-
ность распределения определяли с помощью 
теста Шапиро–Уилка (α>0,05). Достоверность 
различий оценивали с помощью двухфактор-
ного анализа ANOVA с тестом множественно-
го сравнения. Значения p<0,05 считались ста-
тистически значимыми. Результаты статисти-
ческого анализа были представлены в виде 
гистограмм медиан и интерквартильного 
размаха (для результатов балльного анализа) 
или средних значений и ошибок среднего 
(для результатов измерений). 
 

Результаты и обсуждение 
 
При исследовании с помощью светло-

польной и флуоресцентной микроскопий об-
разцов мягких тканей в участках импланта-
ции коллагеновых мембран после инъекции 
аденовирусов в 3 разных концентрациях (109, 
1010, 1011 в.ч./мл), наиболее информативная 
картина биораспределения была получена 
при использовании высокой дозы аденови-
русных векторов, а именно 1011 в.ч./мл. На 
этих экспериментальных и контрольных 
группах в дальнейшем и был сделан акцент 
при морфологическом описании. 

Состояние дермальной части кожи в 
участке имплантации через 3 и 7 суток после 
инъекции аденовирусов в высокой концен-
трации было без признаков атипии и пред-
ставлено эпидермисом с подлежащей дермой, 
фиброзно-жировой и мышечной тканями 
(рис. 1, 3). В эпидермисе выявлялся незначи-
тельный акантоз, сосочковый и сетчатый слои 
дермы имели нормальную структуру с харак-
терным для дермы переплетением пучков 
коллагеновых волокон. Кровеносные сосуды 
были не изменены, периваскулярная лимфо-
макрофагальная инфильтрация отсутствова-
ла. В дерме содержались многочисленные во-
лосяные фолликулы нормальной структуры. 
Через 3 суток после инъекции аденовирусы 
обоих типов трансдуцировали, главным обра-
зом, клетки волосяных фолликулов и фиб-
робласты в дерме (рис. 1, c–l). Сравнительный 
анализ интенсивности флуоресценции пока-
зал, что на этом сроке эффективность транс-
дукции клеток в дермальной части кожи ви-
русом AD 5/3 в несколько раз превышала этот 
параметр для вируса AD wt (рис. 2, а). Через 
7 суток после инъекции аденовирусов экс-
прессия вирусного белка в дерме снижалась 
для обоих типов вирусов и выявлялась только 
в клетках волосяных фолликулов дермы 
(рис. 3, c–l). Разницы по интенсивности 
трансдукции между аденовирусами на данном 
временном сроке выявлено не было. Следует 
отметить, что в образцах с подкожной им-
плантацией интенсивность экспрессии вирус-
ного белка клетками дермы на всех времен-

ных сроках значительно превышала данный 
параметр для контрольных образцов (с инъ-
екцией аденовирусов, но без имплантации) 
(рис. 1–3). 

В периимплантационной области через 
3 суток после инъекции аденовирусов обоих 
типов выявлялась имплантированная колла-
геновая мембрана разной толщины, состояв-
шая из плотно упакованных и параллельно 
ориентированных коллагеновых волокон, ок-
рашивающихся по Маллори в голубой цвет 
(рис. 4). Коллагеновая мембрана была окру-
жена фиброзной соединительнотканной кап-
сулой, состоящей из продольно расположен-
ных коллагеновых волокон и находящимися 
между ними многочисленными фибробласта-
ми. Соединительнотканная капсула была ин-
фильтрирована макрофагами, единичными 
гигантскими многоядерными клетками и 
лимфоцитами, а также пронизана новообра-
зованными тонкостенными капиллярами. 
Коллагеновая мембрана на данном времен-
ном сроке интенсивно инфильтрировалась 
макрофагами, подвергалась активной резорб-
ции и прорастала клетками из окружающих 
тканей. Хотя в отдельных участках оставались 
еще достаточно крупные фрагменты имплан-
тата нативной структуры, не подвергшиеся 
инфильтрации, резорбции и прорастанию. 
Морфометрический анализ показал, что при 
использовании вектора Ad 5/3 по сравнению с 
Ad wt толщина коллагеновой мембраны и 
фиброзной капсулы были значительно мень-
ше (рис. 5). В режиме флуоресцентной микро-
скопии выраженная экспрессия вирусного 
белка выявлялась только в фибробластах со-
единительно-тканной капсулы, окружающей 
имплантат (рис. 4 c–l). При этом интенсив-
ность трансдукции фибробластов капсулы 
аденовирусным вектором Ad 5/3 значительно 
превышала данный параметр для вектора 
Ad wt (рис. 2 b, 4). 

При исследовании образцов через 7 су-
ток после инъекции аденовирусных векторов 
наблюдалась схожая морфологическая карти-
на в периимплантационной области (рис. 6). 
Коллагеновые мембраны, как и на более ран-
нем сроке, были интенсивно инфильтрованы 
макрофагами, подвергались резорбции и про-
растали фибробластами, хотя, по-прежнему, 
оставались еще достаточно крупные фрагмен-
ты коллагеновой мембраны нативной струк-
туры. Окружающая имплантат соединитель-
нотканная капсула становилось более зрелой, 
плотной и тонкой, в ней снижалось содержа-
ние клеток и капилляров. Следует отметить, 
что при использовании вектора Ad 5/3 по 
сравнению с Ad wt толщина фиброзной кап-
сулы снижалась (рис. 5). На данном времен-
ном этапе экспрессия вирусного белка в клет-
ках снижалась для обоих типов аденовирус-
ных векторов. Однако она выявлялась теперь 
не только в фибробластах капсулы, но и в мак-
рофагах, инфильтрирующих и резорбирую- 
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Рис. 1. Дерма кожи в участке имплантации через 3 суток после инъекции аденовирусных векторов 
Ad 5/3 и Ad wt. Светлопольная и конфокальная светооптическая микроскопия, масштабный отрезок 
соответствует 100 мкм.  
Fig. 1. Skin dermis at the implantation site 3 days after injection of adenoviral vectors Ad 5/3 and Ad wt. Bright-
field and confocal light-optical microscopy, scale bar corresponds to 100 μm. 
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Рис. 2. Интенсивность флуоресценции трансдуцированных клеток в дерме (а) и периимплантационной 
области (b) через 3 и 7 суток после инъекции Ad 5/3 и Ad wt аденовирусов. Морфометрический и стати-
стический анализ; * – p<0,05, ** – p<0,01, **** – p<0,0001. 
Fig. 2. Fluorescence intensity of transduced cells in the dermis (a) and peri-implantation area (b) 3 and 7 days 
after injection of Ad 5/3 and Ad wt adenoviruses. Morphometric and statistical analysis; * – p<0,05,  
** – p<0,01, **** – p<0,0001. 
 
щих коллагеновую мембрану (рис. 6 c–l). При 
этом интенсивность трансдукции этих клеток 
Ad 5/3 по-прежнему превышала данный па-
раметр для вирусного вектора Ad wt (рис. 2). 

Современные достижения молекуляр-
ной медицины существенно расширили наше 
понимание возможностей генной терапии. На 
сегодняшний день более 80% заболеваний 
человека связаны с генетическими наруше-
ниями или отклонениями в составе клеточно-
го протеома [6]. Среди таких заболеваний – 
социально значимые патологии, как рак, диа-
бет и атеросклероз. Развитие технологий сек-
венирования генома человека позволило 
идентифицировать множество генов, которые 
могут быть использованы в качестве мишеней 
для лечения генетических и инфекционных 
заболеваний. Однако ключевым вызовом, 
стоящим перед генной терапией, остается соз-
дание безопасных и эффективных систем дос-
тавки генетических материалов [19]. 

Генная терапия открывает возможности 
для создания терапевтических белков непо-
средственно в клетках пациента. Прогресс в 
разработке генетических конструкций позво-
ляет значительно снизить риски, традицион-
но связанные с этой технологией, что ранее 
вызывало настороженность в ее применении 
[4]. Основные опасения касались использова-
ния вирусных векторов, способных интегри-
роваться в геном клетки-хозяина, что могло 
приводить к мутагенезу и развитию опухолей. 
Однако применение аденовирусных векторов, 
которые не интегрируются в геном, позволяет 
существенно минимизировать эти риски [3]. 

Ключевым результатом эксперимента 
стало то, что имплантация материала перед 
введением вирусного вектора способствовала 
его локальной задержке и интенсивной экс-
прессии. Наибольшая экспрессия наблюда-
лась в фибробластах, формирующих соедини-
тельнотканную капсулу вокруг имплантата. 
Специфичность доставки была достигнута 

благодаря биологической особенности адено-
вирусных векторов, которые проникают в 
различные типы клеток в результате взаимо-
действия с мембранными рецепторами, таки-
ми как рецепторы Коксаки-аденовирусов 
(CAR), интегрины и CD46 [14, 17]. В отличие 
от невирусных векторов, которые, как прави-
ло, не обладают специфичностью и могут по-
вреждать клеточные мембраны, аденовирус-
ные векторы обеспечивают более точную дос-
тавку генетического материала в клетки-
мишени [19]. Тем не менее, важно отметить, 
что в группе с использованием модифициро-
ванного вируса активная экспрессия также 
отмечалась в макрофагах, участвующих в ре-
зорбции коллагенового материала. Это на-
блюдение указывает на вероятность осложне-
ний, связанных с миграцией генетически ак-
тивированных макрофагов в лимфатическую 
систему. 

Тем не менее, проблема адресной дос-
тавки генетических материалов остается 
главным препятствием для широкого внедре-
ния генной терапии [15]. Основные барьеры 
включают быстрое удаление векторов из кро-
вотока, разрушение внеклеточно локализо-
ванных фрагментов ДНК и органоспецифиче-
ские барьеры, такие как гематоэнцефаличе-
ский. Размер вирусных векторов позволяет 
использовать как пассивное биораспределе-
ние, так и активное таргетирование через ре-
цепторы клеток, что делает их сходными с на-
ночастицами по механизму доставки [8]. 

Одним из перспективных решений яв-
ляется использование имплантатов для ло-
кальной доставки векторов прямо в ткани 
[16]. Имплантаты служат локальными депо 
для векторов, защищая их от биодеградации и 
обеспечивая постепенное высвобождение в 
окружающие ткани. Это позволяет создать 
локальный терапевтический эффект, мини-
мизируя системные побочные действия и не-
обходимость многократных инъекций. Более 
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Рис. 3. Дерма кожи в участке имплантации через 7 суток после инъекции аденовирусных векторов 
Ad 5/3 (a–f) и Ad wt (g–l). Светлопольная и конфокальная светооптическая микроскопия. Масштабный 
отрезок – 100 мкм. 
Fig. 3. Skin dermis at the implantation site 7 days after injection of adenoviral vectors Ad 5/3 (a–f) and Ad wt 
(g–l). Bright-field and confocal light-optical microscopy. Scale bar – 100 μm. 
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Рис. 4. Периимплантационная область через 3 суток после инъекции аденовирусных векторов Ad 5/3 
(a–f) и Ad wt (g–l). Светлопольная и конфокальная светооптическая микроскопия. Масштабный отре-
зок – 100 мкм. 
Fig. 4. Peri-implantation area 3 days after injection of adenoviral vectors Ad 5/3 (a–f) and Ad wt (g–l). Bright-
field and confocal light-optical microscopy. Scale bar – 100 μm. 
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Рис. 5. Изменение морфологических параметров фиброзных капсул вокруг имплантатов через 3 и 7 су-
ток после инъекции Ad 5/3 и Ad wt аденовирусов. Морфометрический и статистический анализ; * – 
p<0,05, ** – p<0,01, *** – p<0,001, **** – p<0,0001. 
Fig. 5. Changes in the morphological parameters of fibrous capsules around implants 3 and 7 days after 
injection of Ad 5/3 and Ad wt adenoviruses. Morphometric and statistical analysis; * – p<0,05, ** – p<0,01, *** 
– p<0,001, **** – p<0,0001. 
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Рис. 6. Периимплантационная область через 7 суток после инъекции аденовирусных векторов Ad 5/3 
(a–f) и Ad wt (g–l). Светлопольная и конфокальная светооптическая микроскопия. Масштабный отре-
зок – 100 мкм. 
Fig. 6. Peri-implantation area 7 days after injection of adenoviral vectors Ad 5/3 (a–f) and Ad wt (g–l). Bright-
field and confocal light-optical microscopy. Scale bar – 100 μm. 
 
 
того, в настоящем эксперименте было показа-
но, что применение коллагеновых мембран 
способствовало не только экспрессии вируса в 
новообразованных тканях, но и повышало 
интенсивность экспрессии в клетках дермы 
кожи. Это может объясняться тем, что пери-
имплантационная ниша (ПИН) не только 
конкурирует с окружающими тканями за ви-
русный вектор, но и удерживает его локально, 

обеспечивая более равномерное и эффектив-
ное распределение вирусных частиц. 

Однако имплантация неизбежно вызы-
вает локальный иммунный ответ, известный 
как «реакция на инородное тело» [1, 9]. Эта 
реакция может развиваться по трем основным 
сценариям: разрушение имплантата с после-
дующим воспалением, формирование фиб-
розной капсулы или прорастание имплантата 



Журнал анатомии и гистопатологии. 2024. Т. 13, №4. С. 61–74 ◊ Journal of Anatomy and Histopathology. 2024;13(4):61–74 

72 

тканевыми элементами с регенерацией. 
В ПИН всегда присутствуют различные типы 
клеток – фибробласты, эндотелиальные клет-
ки сосудов и иммунные клетки, такие как 
макрофаги и лимфоциты. Характер и интен-
сивность этой реакции зависят от свойств им-
плантата – его состава, пористости, гидро-
фильности и биорезорбируемости [10]. 

Одной из целей настоящего экспери-
мента была проверка гипотезы о возможности 
направленного тканевого ответа через достав-
ку генетического вектора в определенные 
клетки ПИН. Модификация вируса усилила 
трансдукцию клеток в ПИН. Уже на третьи 
сутки после инъекции наблюдалась активная 
трансдукция большинства фибробластов со-
единительнотканной капсулы. Этот эффект 
открывает возможность функционализации 
периимплантационной капсулы, что позво-
лит, используя генную терапию, создавать 
условия для продолжительной экспрессии 
терапевтических белков. Например, имплан-
таты, содержащие генные конструкции, коди-
рующие цитокины, могут превращать клетки 
ПИН в локальные эффекторы иммунотера-
пии, что полезно в регенеративной медицине 
и реконструктивной хирургии. Управление 
воспалением и фиброзом в периимплантаци-
онной зоне может способствовать успешной 
интеграции имплантатов, что особенно важно 
при предотвращении рубцовых деформаций в 
пластической хирургии [5, 13]. А локальная 
доставка плазмид с генами факторов роста 
уже зарекомендовали себя для ускорения ре-
генерации мягких тканей в стоматологии [11]. 

Таким образом, предложенная страте-
гия сочетания имплантатов с генетическими 
конструкциями не только решает проблему 
адресной доставки генов, но и позволяет эф-
фективно управлять локальной иммунной 
средой, открывая новые перспективы для ре-
генеративной медицины и локальной имму-
нотерапии опухолей. 
 

Заключение 
 

На основании сравнительного морфо-
логического и молекулярно-биологического 
исследования был определен оптимальный 
протокол локальной доставки генов с помо-
щью аденовирусных векторов для задач пери-
имплантационного таргетирования. Было 
охарактеризовано влияние модификации 
аденовируса на тропность и эффективность 
доставки гена в клеточные компоненты пери-
имплантационной ниши и установлено, что 
Ad 5/3 по этим параметрам значительно пре-
восходит AD wt. При этом было показано, что 
в отсутствии коллагенового имплантата эф-
фективность трансдукции клеток-мишеней 
обоими аденовирусными векторами снижа-
лась. Морфометрический анализ локализации 
трансдуцированных клеток выявил преиму-
щественно фибробласты соединительноткан-

ной капсулы, окружающей имплантат. Разви-
тие и дальнейшее применение предлагаемого 
нами метода периимплантационного таргети-
рования способно обеспечить локальную, эф-
фективную и безопасную доставку генов, что 
позволит значительно расширить показания к 
генной терапии и ее доступность для врачей и 
пациентов. Кроме того, данный метод может 
быть адаптирован для использования в раз-
личных органах и при различных заболева-
ниях. 
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