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Ââåäåíèå. Ñðåäè îíêîëîãè÷åñêèõ çàáîëåâàíèé çà-
ìåòíóþ ÷àñòü ñîñòàâëÿþò ñîëèäíûå ìåòàñòàçèðóþùèå
îïóõîëè. Òðàäèöèîííûå ìåòîäû ëå÷åíèÿ â ïåðâóþ î÷å-
ðåäü ïðåäëàãàþò îïåðàòèâíîå âìåøàòåëüñòâî. Îäíà-
êî, èç ïðàêòèêè èçâåñòíî, ÷òî â ðÿäå ñëó÷àåâ óäàëåíèå
ïåðâè÷íîé îïóõîëè ïðèâîäèò ê áûñòðîìó ðîñòó îòäà-
ëåííûõ ìåòàñòàçîâ. Ýòîò ôàêò íàòîëêíóë èññëåäîâà-
òåëåé íà ìûñëü, ÷òî ïåðâè÷íàÿ îïóõîëü ñâîèì ïðèñóò-
ñòâèåì â îðãàíèçìå äî îïðåäåëåííîãî ýòàïà ðàçâèòèÿ
èíãèáèðóåò ðîñò îòäàëåííûõ ìåòàñòàçîâ. Ýòî ÿâëåíèå
òåñíî ñâÿçàíî ñ àíãèîãåíåçîì. Àíãèîãåíåç - ïðîöåññ
ðàçâèòèÿ íîâûõ êðîâåíîñíûõ ñîñóäîâ. Â ïðîöåññå ñâî-
åãî ðàçâèòèÿ îïóõîëü ïðîðàñòàåò ñåòüþ êðîâåíîñíûõ
ñîñóäîâ, íåîáõîäèìûõ åé äëÿ ïèòàíèÿ. Àíãèîãåíåç
ïðàêòè÷åñêè íå ïðîèñõîäèò â çäîðîâîì âçðîñëîì îðãà-
íèçìå, îäíàêî, ÿâëÿåòñÿ îäíèì èç êëþ÷åâûõ äëÿ ðàçâè-
òèÿ îïóõîëè è ìåòàñòàçîâ [9].

Àíãèîãåíåç - ïðîöåññ ìíîãîôàêòîðíûé. Ïåðâè÷íàÿ
îïóõîëü ñïîñîáíà âûðàáàòûâàòü êàê ñòèìóëÿòîðû, òàê
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ÐÅÇÞÌÅ

Ïîëó÷åíî íåñêîëüêî ïîïóëÿöèé òðàíñãåííûõ ìûøåé ñ ïîìîùüþ ãåíåòè÷åñêîé êîíñòðóêöèè, ñîçäàííîé íà
îñíîâå ãåíà α  S1-êàçåèíà êðóïíîãî ðîãàòîãî ñêîòà. Äàííàÿ ãåíåòè÷åñêàÿ êîíñòðóêöèÿ ñîäåðæèò ôðàãìåíò êÄÍÊ
êîëëàãåíà XVIII ìûøè, êîäèðóþùèé ïîëèïåïòèä ýíäîñòàòèí. Óðîâåíü ñåêðåöèè ýíäîñòàòèíà â ìîëîêî äîñòè-
ãàë 0,6 ã/ë.

è èíãèáèòîðû àíãèîãåíåçà, à àíãèîãåííûé ôåíîòèï ÿâ-
ëÿåòñÿ ñëåäñòâèåì êîíêðåòíîãî ñîîòíîøåíèÿ ýòèõ ôàê-
òîðîâ. Ñîîòíîøåíèå ïîëîæèòåëüíûõ è îòðèöàòåëüíûõ
ôàêòîðîâ àíãèîãåíåçà â ðàçíûõ òî÷êàõ îðãàíèçìà ìî-
æåò áûòü ðàçíûì è îïðåäåëÿåòñÿ óäàëåííîñòüþ òî÷êè
îò ïåðâè÷íîé îïóõîëè, ñêîðîñòüþ ñèíòåçà è âðåìåíåì
æèçíè ýòèõ ôàêòîðîâ. Íàáëþäåíèÿ ïîêàçûâàþò, ÷òî
ïåðâè÷íàÿ îïóõîëü ñïîñîáíà ñòèìóëèðîâàòü àíãèîãå-
íåç â ñâîèõ ñîáñòâåííûõ ñîñóäàõ è èíãèáèðîâàòü àíãè-
îãåíåç âíóòðè ìåòàñòàçîâ è âòîðè÷íûõ îïóõîëåé. Åñëè
ïðåäïîëîæèòü, ÷òî âðåìÿ æèçíè èíãèáèòîðîâ â öèðêó-
ëÿöèè áîëüøå, ÷åì âðåìÿ æèçíè ñòèìóëÿòîðîâ, òî êðî-
âåíîñíûõ ñîñóäîâ óäàëåííûõ ìåòàñòàçîâ äîñòèãàþò
òîëüêî èíãèáèòîðû, è àíãèîãåíåç â íèõ íå ïðîèñõîäèò.
Ýòà ãèïîòåçà áûëà ïîäòâåðæäåíà ýêñïåðèìåíòàëüíî íà
æèâîòíûõ ìîäåëÿõ è òàêèå èíãèáèòîðû àíãèîãåíåçà
áûëè âûäåëåíû è îõàðàêòåðèçîâàíû [16].

Îäíèì èç ïåðâûõ îõàðàêòåðèçîâàííûõ ôàêòîðîâ,
áëîêèðóþùèõ àíãèîãåíåç, ñòàë 38 êÄà áåëîê - èíãèáè-
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òîð ýíäîòåëèàëüíîé ïðîëèôåðàöèè, íàçâàííûé àíãèî-
ñòàòèíîì. Îí áûë âûäåëåí èç ñûâîðîòêè è ìî÷è ìû-
øåé - íîñèòåëåé îïóõîëè LLC (Êàðöèíîìû Ëåãêèõ
Ëþèñ) ñ èñïîëüçîâàíèåì íåñêîëüêèõ ñòàäèé õðîìàòîã-
ðàôèè. Ìèêðîñåêâåíèðîâàíèå àìèíîêèñëîòíîé ïîñëå-
äîâàòåëüíîñòè ýòîãî ïîëèïåïòèäà ïîêàçàëî, ÷òî îí ãî-
ìîëîãè÷åí ôðàãìåíòó ïëàçìèíîãåíà [15]. Àíàëîãè÷-
íûì îáðàçîì áûë ïîëó÷åí è èäåíòèôèöèðîâàí èíãèáè-
òîð ýíäîòåëèàëüíîé ïðîëèôåðàöèè âûäåëÿåìûé ãåìàí-
ãåîýíäîòåëèîìîé (ÅÎÌÀ). Èì îêàçàëñÿ 20 êÄà ïîëè-
ïåïòèä èäåíòè÷íûé Ñ-êîíöåâîìó ôðàãìåíòó êîëëàãå-
íà XVIII [14].

Îáíàðóæåííûå ïîëèïåïòèäû áûëè âûäåëåíû è èñ-
ïîëüçîâàíû â ýêñïåðèìåíòàõ íà æèâîòíûõ ìîäåëÿõ.
Îêàçàëîñü, ÷òî ïåðèîäè÷åñêèå èíúåêöèè àíãèîñòàòè-
íà ìîãóò èíãèáèðîâàòü ðîñò, ïî êðàéíåé ìåðå, åùå
òðåõ (êðîìå LLC) ðàçíîâèäíîñòåé îïóõîëåé ìûøè,
äàæå åñëè òåðàïèþ íà÷èíàëè, êîãäà îïóõîëü äîñòèã-
ëà  2% îò âåñà æèâîòíîãî [15]. Äëÿ äàëüíåéøèõ èññëå-
äîâàíèé áûëè ïîëó÷åíû ðåêîìáèíàíòíûå àíãèîñòà-
òèí è ýíäîñòàòèí â ñèñòåìàõ ýêñïðåññèè E.coli è áàêó-
ëîâèðóñà [15, 14].

Äëÿ ïîëó÷åíèÿ äîñòîâåðíûõ ðåçóëüòàòîâ ïî òåðà-
ïèè ðàçíûõ îïóõîëåé äàæå íà ìûøàõ òðåáóåòñÿ äîâîëü-
íî áîëüøîå êîëè÷åñòâî áåëêà, è ïîëó÷åíèå åãî èç åñòå-
ñòâåííîãî èñòî÷íèêà êðàéíå çàòðóäíèòåëüíî è íå ýô-
ôåêòèâíî. Ðåêîìáèíàíòíûé ýíäîñòàòèí, ïîëó÷åííûé â
E.coli, âûïàäàë â îñàäîê â íåðàñòâîðèìîì âèäå [14].
Ðåêîìáèíàíòíûé ýíäîñòàòèí, ïîëó÷åííûé ñ èñïîëüçî-
âàíèåì áàêóëîâèðóñà, ñïåöèôè÷åñêè èíãèáèðîâàë ïðî-
ëèôåðàöèþ ýíäîòåëèàëüíûõ êëåòîê è ïî õàðàêòåðó èí-
ãèáèðîâàíèÿ ïîëíîñòüþ ñîîòâåòñòâàë ïðèðîäíîìó ïðî-
äóêòó. Èíãèáèðîâàíèå ïðîèñõîäèëî äîñòàòî÷íî ñïåöè-
ôè÷åñêè, íå íàáëþäàëîñü èíãèáèðîâàíèÿ êëåòîê íå ýí-
äîòåëèàëüíîãî ïðîèñõîæäåíèÿ, â òîì ÷èñëå ÅÎÌÀ-
êëåòîê [14].

Â îïûòàõ íà æèâîòíûõ ìîäåëÿõ áûëî ïîêàçàíî, ÷òî
ðåêîìáèíàííûé ýíäîñòàòèí ïðè ââåäåíèè 3 ìêã íà
ìûøü â ñóòêè èíãèáèðóåò ðîñò ìåòàñòàçîâ. Ïðè äîçå
25 ìêã íà ìûøü â ñóòêè ðîñò îïóõîëè èíãèáèðóåòñÿ íà
53%, äîçà 100 ìêã íà ìûøü â ñóòêè èíãèáèðóåò ðîñò
îïóõîëè íà 97 %, ïðè äîçå 200 ìêã íà ìûøü â ñóòêè â
îòäåëüíûõ ýêñïåðèìåíòàõ óäàâàëîñü äîáèòüñÿ ïî÷òè
ïîëíîé ðåãðåññèè ïåðâè÷íîé îïóõîëè [14]. Â îòäåëü-
íîé ñåðèè ýêñïåðèìåíòîâ ìûøàì èìïëàíòèðîâàëè
B16F10-ìåëàíîìó, Å241-ôèáðîñàðêîìó, ÅÎÌÀ ãå-
ìàíãèëèîìó è ïðîâîäèëè òåðàïèþ ðåêîìáèíàíòíûì
ýíäîñòàòèíîì. Âñå ïðèâèòûå îïóõîëè áûñòðî ðåãðåñ-
ñèðîâàëè, è íå áûëî çàôèêñèðîâàíî ïðèçíàêîâ òîêñè÷-
íîñòè íè â îäíîé èç îáðàáîòàííûõ ýíäîñòàòèíîì ìû-
øåé [14].

Ñëåäîâàòåëüíî, èñïîëüçîâàíèå èíãèáèòîðîâ àíãè-
îãåíåçà ïðåäîñòàâëÿåò óíèêàëüíóþ âîçìîæíîñòü ñïå-
öèôè÷åñêîãî âîçäåéñòâèÿ íà îïóõîëü áåç îïåðàòèâíî-
ãî âìåøàòåëüñòâà. Â íàñòîÿùåå âðåìÿ îïóáëèêîâàíû
ðåçóëüòàòû ïåðâîé ñòàäèè êëèíè÷åñêèõ èñïûòàíèé ïðå-
ïàðàòîâ ðåêîìáèíàíòíîãî ýíäîñòàòèíà [8, 11, 12].

 Òàêèì îáðàçîì, ýíäîñòàòèí - èíãèáèòîð ïðîëèôå-
ðàöèè ýíäîòåëèàëüíûõ êëåòîê è àíãèîãåíåçà, ïðåäñòàâ-
ëÿåòñÿ î÷åíü ïåðñïåêòèâíûì äëÿ ëå÷åíèÿ öåëîãî ðÿäà
îíêîëîãè÷åñêèõ çàáîëåâàíèé. Ñóùåñòâóåò íåñêîëüêî
ðàçëè÷íûõ ñèñòåì äëÿ ïîëó÷åíèÿ ðåêîìáèíàíòíîãî ýí-
äîñòàòèíà. Êàæäàÿ èç ýòèõ ñèñòåì èìååò ñâîè ïðåèìó-

ùåñòâà è íåäîñòàòêè.
Â íàñòîÿùåå âðåìÿ îäíîé èç ïåðñïåêòèâíûõ ñèñòåì

ïðîäóêöèè áèîëîãè÷åñêè àêòèâíûõ áåëêîâ ñ÷èòàåòñÿ
ìîëî÷íàÿ æåëåçà òðàíñãåííûõ æèâîòíûõ [5, 6, 10].
Ìîëî÷íàÿ æåëåçà ôèçèîëîãè÷åñêè îáëàäàåò îãðîìíûì
ïîòåíöèàëîì ñèíòåçà áåëêà, ÷òî ÿâëÿåòñÿ õîðîøåé ïðåä-
ïîñûëêîé åå óñïåøíîãî èñïîëüçîâàíèÿ äëÿ ïðîèçâîä-
ñòâà ðåêîìáèíàíòíûõ ïðîäóêòîâ. Òðàíñãåííûå ìûøè
ÿâëÿþòñÿ òðàäèöèîííîé ìîäåëüíîé ñèñòåìîé äëÿ ïðåä-
âàðèòåëüíîãî èññëåäîâàíèÿ ñîçäàííîé ãåíåòè÷åñêîé
êîíñòðóêöèè è ïðîâåðêè ôóíêöèîíàëüíîñòè áåëêîâîãî
ïðîäóêòà ïåðåä ïîëó÷åíèåì âûñîêîïðîäóêòèâíûõ êðóï-
íûõ òðàíñãåííûõ æèâîòíûõ.

Èñïîëüçóÿ ïîëó÷åííóþ â íàøåé ëàáîðàòîðèè ãåíå-
òè÷åñêóþ êîíñòðóêöèþ, ìû ïîëó÷èëè âîñåìü ïîïóëÿ-
öèé òðàíñãåííûõ ìûøåé, ñåêðåòèðóþùèõ ðåêîìáèíàí-
òíûé ýíäîñòàòèí â ìîëîêî.

Ìàòåðèàëû è ìåòîäû.
1. Ôåðìåíòû è ðåàêòèâû. Â ðàáîòå èñïîëüçîâàëèñü

ôåðìåíòû, ïðîèçâîäèìûå ôèðìàìè Fermentas
(Lithuania), Promega (USA), Gibco (USA) è ðåàêòèâû
ïðîèçâîäñòâà ôèðì Sigma (USA), Qiagen (Germany) è
Merck (Germany). Äëÿ ðàäèîàâòîãðàôèè ïðèìåíÿëàñü
ïëåíêà BioMax MS Kodak (UK) c cîîòâåòñòâóþùèìè
óñèëèâàþùèìè ýêðàíàìè. Ðàäèîàâòîãðàôèÿ ïðè îïðå-
äåëåíèè ïåðâè÷íîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ÄÍÊ ïðîâî-
äèëàñü ñ èñïîëüçîâàíèåì îäíîñòîðîííåé ïëåíêè
BioMax MR Kodak. Ñòàíäàðòíûå ïðàéìåðà (T7, T3 è
Sp6 ïðàéìåðû) áûëè ïîëó÷åíû îò Promega (USA). Îñ-
òàëüíûå îëèãîíóêëåîòèäû áûëè çàêàçàíû â ôèðìå Ñèí-
òîë (Ìîñêâà).

2. Âûäåëåíèå ÄÍÊ è ÐÍÊ. Âûäåëåíèå ãåíîìíîé
ÄÍÊ èç îáðàçöîâ òêàíåé ìûøåé è òîòàëüíîé ÐÍÊ èç
òêàíåé è îðãàíîâ ìûøè ïðîâîäèëè êàê îïèñàíî [17].

3. Àãàðîçíûé ãåëü-ýëåêòîôîðåç ÄÍÊ  è ÐÍÊ . Ãåëü-
ýëåêòðîôîðåç ÄÍÊ ïðîâîäèëñÿ â 0.8-2.0% àãàðîçíîì
TAE-ãåëå ñ áðîìèñòûì ýòèäèåì êàê îïèñàíî [17]. ÄÍÊ
äåòåêòèðîâàëàñü â óëüòðàôèîëåòå (302 íì). Äëÿ ýêñò-
ðàêöèè ôðàãìåíòîâ ÄÍÊ èç ãåëÿ èñïîëüçîâàëñÿ
QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen).

Ãåëü-ýëåêòðîôîðåç ÐÍÊ ïðîâîäèëñÿ ñ èñïîëüçîâà-
íèåì Na-ôîñôàòíîãî áóôåðà (pH=7,0) â 1,0% àãàðîç-
íîì ãåëå ñ ôîðìàìèäîì â äåíàòóðèðóþùèõ óñëîâèÿõ
êàê îïèñàíî [17].

4. Ïðèãîòîâëåíèå ðàñòâîðà ÄÍÊ äëÿ ìèêðîèíúåê-
öèé. Ãåíåòè÷åñêóþ êîíñòðóêöèþ, ïðåäñòàâëÿþùóþ ñî-
áîé ôðàãìåíò ÄÍÊ ðàçìåðîì 7,5 ò.ï.í. îòùåïëÿëè îò
ïëàçìèäû ïðè ïîìîùè ðåñòðèêöèîííîé ýíäîíóêëåàçû
è ðàçäåëÿëè â  0,7% àãàðîçíîì ãåëå. Äëÿ ýëþöèè ôðàã-
ìåíòà ÄÍÊ èç àãàðîçû èñïîëüçîâàëè êîëîíêè ôèðìû
Qiagen ñîãëàñíî ïðèëàãàåìîé ìåòîäèêå. Äëÿ ìèêðî-
èíúåêöèé èñïîëüçîâàëè ðàñòâîð ÄÍÊ â êîíöåíòðàöèè
400 êîïèé/ïêë â áóôåðå (10 mM Tris-HCl pH 7,4; 0,25
mM EDTA ).

5. Ïîëó÷åíèå òðàíñãåííûõ ìûøåé. Òðàíñãåííûõ
ìûøåé ïîëó÷àëè ñòàíäàðòíûì ìåòîäîì ìèêðîèíúåê-
öèè ðåêîìáèíàíòíîé ÄÍÊ â ìóæñêîé ïðîíóêëåóñ îï-
ëîäîòâîðåííîé ÿéöåêëåòêè. Â êà÷åñòâå äîíîðîâ ÿéöåê-
ëåòîê èñïîëüçîâàëè íåïîëîâîçðåëûõ ñàìîê
(CBA×C57BL) F1, ó êîòîðûõ ïðîâîäèëè ãîðìîíàëüíóþ
ñòèìóëÿöèþ ñóïåðîâóëÿöèè. Ïîñëå ìèêðîèíúåêöèè
îîöèòû êóëüòèâèðîâàëè 1-2 ÷àñà in vitro (37Ñ°, 5% ÑÎ2)
è òðàíñïëàíòèðîâàëè ïñåâäîáåðåìåííûì ñàìêàì
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(CBA×C57BL) F1, êîòîðûõ ïðåäâàðèòåëüíî ñïàðèâà-
ëè ñ âàçýêòîìèðîâàííûìè ñàìöàìè [13].

Ïîëó÷åííûõ ïåðâè÷íûõ òðàíñãåííûõ ìûøåé ñêðå-
ùèâàëè ñ íåòðàíñãåííûìè (CBA×C57BL) F1, äëÿ ïîëó-
÷åíèÿ ïîïóëÿöèé òðàíñãåííûõ æèâîòíûõ.

6. Àíàëèç  ïîòîìñòâà íà èíòåãðàöèþ êîíñòðóê-
öèè. Èäåíòèôèêàöèþ òðàíñãåííûõ ìûøåé îñóùåñòâ-
ëÿëè ñ ïîìîùüþ Ñàóçåðí-áëîò àíàëèçà ÄÍÊ ðîäèâøèõ-
ñÿ îñîáåé [17]. ÄÍÊ âûäåëÿëè èç õâîñòîâ.  Äëÿ èäåíòè-
ôèêàöèè òðàíñãåííûõ æèâîòíûõ, 100-200 íã ÄÍÊ ðàñ-
ùåïëÿëè ðåñòðèêòàçîé Xba1, ðàçäåëÿëè â 1% àãàðîç-
íîì ãåëå, ñîäåðæàùåì ýòèäèé áðîìèä è ïåðåíîñèëè íà
ìåìáðàíó Hybond-N (Amersham) â ñîîòâåòñòâèè ñ ðå-
êîìåíäàöèÿìè ïðîèçâîäèòåëÿ ìåìáðàí. Ôèêñàöèÿ ÄÍÊ
íà ìåìáðàíå ïðîâîäèëàñü îáëó÷åíèåì åå óëüòðàôèî-
ëåòîì (302 íì) â òå÷åíèè 10 ìèí. Çîíä äëÿ ãèáðèäèçà-
öèè (2000 ï.í. ôðàãìåíò ÄÍÊ èç 3'-îáëàñòè α S1-êàçåè-
íîãî ãåíà êðóïíîãî ðîãàòîãî ñêîòà) ìåòèëè ñ èñïîëüçî-
âàíèåì α P32-dATP c ïîìîùüþ Prime-a-Gene Labeling
System (Promega) è î÷èùàëè îò íåâêëþ÷èâøèõñÿ íóê-
ëåîòèäîâ íà PCR QIAquick Spin Column (Qiagen). Ãèá-
ðèäèçàöèÿ ìåìáðàí ïðîâîäèëàñü â áóôåðå, ñîäåðæà-
ùåì 0.5 M Na-ôîñôàò, pH 7.2; 7% SDS; 1 ìÌ ÝÄÒÀ,
pH 8.0; 100 ìêã/ìë äåíàòóðèðîâàííîé ÄÍÊ ñïåðìû
ëîñîñÿ (Sigma) è ìå÷åííûé çîíä (1-6x106 cpm), ïðè 65Ñ°.
Ïîñëå ãèáðèäèçàöèè ìåìáðàíû îòìûâàëè â 0.1% SDS/
2ÕSSC (0.3M NaCl, 30ìÌ Na-öèòðàò) ïðè 65Ñ°. Îòìû-
òûå ìåìáðàíû ðàäèîàâòîãðàôèðîâàëèñü.

7. Àíàëèç ÐÍÊ. Ôðàêöèîíèðîâàííóþ â àãàðîçíîì
ãåëå ÐÍÊ ïåðåíîñèëè íà ìåìáðàíó Hybond-N
(Amersham) ìåòîäîì ñòàíäàðòíîãî Íîóçåðí-áëîò ïå-
ðåíîñà [17] ñ ïîñëåäóþùåé ãèáðèäèçàöèåé ñ ìå÷åíûì
ôðàãìåíòîì êÄÍÊ ýíäîñòàòèíà ìûøè èëè ñ 2000 ï.í.
ôðàãìåíòîì ÄÍÊ èç 3'-îáëàñòè α S1-êàçåèíîãî ãåíà
êðóïíîãî ðîãàòîãî ñêîòà, êàê îïèñàíî âûøå.

8. Àíàëèç ìîëîêà òðàíñãåííûõ æèâîòíûõ. Ìîëî-
êî ïîëó÷àëè îò ëàêòèðóþùèõ òðàíñãåííûõ ñàìîê íà
ðàçíûõ ñòàäèÿõ ëàêòàöèè (2, 5, 10, 15 è 20 äíåé). Äëÿ
ýòîãî ñàìêó íà 2,5-3 ÷àñà îòñàæèâàëè îò ìûøàò, çàòåì
ââîäèëè 2/3 äîçû íàðêîçà è 0,5 åä. îêñèòîöèíà [1]. Ïîñ-
ëå ýòîãî êàïèëëÿðîì âðó÷íóþ ñäàèâàëè ìîëîêî è äî
èññëåäîâàíèÿ õðàíèëè åãî ïðè -200Ñ.

Àíàëèç ïðîâîäèëè ñ ïîìîùüþ èììóíîáëîòèíãà
(Âåñòåðí-áëîò àíàëèç). Áåëêè ìîëîêà ðàçäåëÿëè â 15%
SDS-ïîëèàêðèëàìèäíîì ãåëå ñ èñïîëüçîâàíèåì òðèñ-
ãëèöèíîâîãî áóôåðà êàê îïèñàíî [17]. Â êà÷åñòâå ñòàí-
äàðòîâ ìîëåêóëÿðíûõ âåñîâ èñïîëüçîâàëè Prestained
Protein Molecular Weight Standards (Gibco). Ïîñëå îêîí-
÷àíèÿ ãåëü-ýëåêòðîôîðåçà áåëêè ïåðåíîñèëè íà íèòðî-
öåëëþëîçíóþ ìåìáðàíó Immobilon-P (Millipore) ñ ïî-
ìîùüþ T70 Semi-Dry Transfer Unit (Hoefer Scientific) â
ñîîòâåòñòâèè ñ ðåêîìåíäàöèÿìè ïðîèçâîäèòåëÿ îáîðó-
äîâàíèÿ. Äëÿ äåòåêöèè ýíäîñòàòèíà èñïîëüçîâàëè àí-
òèòåëà ê 6xHis Tetra-His Antibody (Qiagen). Àíàëèç
èììîáèëèçîâàííûõ íà ìåìáðàíå áåëêîâ ïðîâîäèëñÿ ñ
ïðèìåíåíèåì ECL Detection Reagents (Amersham) â
ñîîòâåòñòâèè ñ ïðîòîêîëîì ïðîèçâîäèòåëÿ.

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå. Ìîëî÷íàÿ æåëåçà ïðåä-
íàçíà÷åíà äëÿ ñèíòåçà áîëüøîãî êîëè÷åñòâà áåëêà.
Îïóáëèêîâàííî ìíîãî èññëåäîâàíèé ïî ñîçäàíèþ ãå-
íåòè÷åñêèõ êîíñòðóêöèé äëÿ ïîëó÷åíèÿ òðàíñãåííûõ
æèâîòíûõ, ñåêðåòèðóþùèõ â ìîëîêî ãåòåðîëîãè÷íûå
áåëêè [5, 6, 10]. Âî âñåõ ðàíåå îïèñàííûõ èññëåäîâàíè-

ÿõ â ìîëîêî ñåêðåòèðîâàëñÿ ïðîäóêò öåëîãî ãåíà èëè
ïîëíîðàçìåðíîé êÄÍÊ. Â íàøåì ñëó÷àå íåîáõîäèìî
ïîëó÷èòü Ñ-êîíöåâîé ôðàãìåíò åñòåñòâåííîãî ïîëèìå-
ðà, è ñëåäîâàòåëüíî, â êîíñòðóêöèè èñïîëüçîâàëñÿ
ôðàãìåíò êÄÍÊ êîëëàãåíà XVIII. Ñõåìà êîíñòðóêöèè
pVI-end îïèñàíà ðàíåå [2].

Ïîñëå ïðîâåäåííûõ ìèêðîèíúåêöèé áûëî ïîëó÷å-
íî äåâÿòü ïåðâè÷íûõ òðàíñãåííûõ ìûøåé. Èäåíòèôè-
êàöèÿ òðàíñãåííûõ ìûøåé îñóùåñòâëÿëè ñ ïîìîùüþ
Ñàóçåðí-áëîò àíàëèçà (Ðèñ 1).

Ýòîò ìåòîä ïîçâîëÿåò ïðèìåðíî îöåíèòü êîëè÷åñòâî
âñòðîèâøèõñÿ êîïèé ðåêîìáèíàíòíîé êîíñòðóêöèè. Ó
ïîëó÷åííûõ íàìè òðàíñãåííûõ æèâîòíûõ ýòîò ïîêàçà-
òåëü ñîñòàâèë 5 -15 êîïèé íà ãåíîì. Ïðè ïîñëåäóþùèõ
ñêðåùèâàíèÿõ, îäíà èç ïåðâè÷íûõ ìûøåé íå ïåðåäà-
âàëà òðàíñãåííûé ëîêóñ ïîòîìñòâó è â äàëüíåéøèõ
èññëåäîâàíèÿõ íå èñïîëüçîâàëàñü. Îò âîñüìè îñòàâ-
øèõñÿ òðàíñãåííûõ ìûøåé áûëè ïîëó÷åíû âîñåìü ïî-
ïóëÿöèé òðàíñãåííûõ æèâîòíûõ.

Ñàìêè ìûøåé, íà÷èíàÿ ñ ïåðâè÷íûõ òðàíñãåííûõ
æèâîòíûõ è äî òðåòüåãî ïîêîëåíèÿ, áûëè ïðîòåñòèðî-
âàíû íà ýêñïðåññèþ ââåäåííîé ãåíåòè÷åñêîé êîíñòðóê-
öèè. Äëÿ ýòîãî âî âðåìÿ ëàêòàöèè ó íèõ áðàëè ìîëîêî
è îïðåäåëÿëè óðîâåíü ñåêðåòèðóåìîãî â íåãî ýíäîñòà-
òèíà. Ðåêîìáèíàíòíûé áåëîê áûë äåòåêòèðîâàí â ìî-
ëîêå òðåõ ïîêîëåíèé òðàíñãåííûõ æèâîòíûõ (äàëåå íå
ïðîâåðÿëè). Óðîâåíü ýêñïðåññèè êîëåáàëñÿ ñðåäè ðàç-
íûõ îñîáåé â ïðåäåëàõ îò 0,03 äî 0,6 ã /ë.

Áûëî çàìå÷åíî, ÷òî óðîâåíü ýêñïðåññèè â îäíîé èç
ïîïóëÿöèé òðàíñãåííûõ ìûøåé çàâèñèò îò ñòàäèè ëàê-
òàöèè. Ìàêñèìàëüíàÿ ýêñïðåññèÿ íàáëþäàëàñü â ïåð-
âûå äíè ëàêòàöèè, à çàòåì êîëè÷åñòâî ýíäîñòàòèíà â
ìîëîêå áûñòðî ñíèæàëîñü íèæå óðîâíÿ äåòåêöèè (Ðèñ.
2à). Â îñòàëüíûõ ïîïóëÿöèÿõ òðàíñãåííûõ ìûøåé ïî-
äîáíàÿ çàêîíîìåðíîñòü íå ïðîñëåæèâàëàñü, è óðîâåíü
ýêñïðåññèè îñòàâàëñÿ ïðèìåðíî îäèíàêîâûì íà ïðîòÿ-
æåíèè âñåãî íàáëþäàåìîãî ïåðèîäà ëàêòàöèè (Ðèñ. 2á).
Ìîæíî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî èçìåíåíèå óðîâíÿ ýêñïðåñ-
ñèè ãåíà íà ðàçíûõ ñòàäèÿõ ëàêòàöèè îïðåäåëÿåòñÿ ãå-
íåòè÷åñêèì îêðóæåíèåì ìåñòà èíòåãðàöèè êîíñòðóê-
öèè â ãåíîìå. Èç ëèòåðàòóðíûõ èñòî÷íèêîâ èçâåñòíî,
÷òî àêòèâíîñòü ãåíà ÑÀÒ, íàõîäÿùåãîñÿ ïîä êîíòðî-
ëåì  ðåãóëÿòîðíûõ îáëàñòåé α S1-êàçåèíà, óâåëè÷èâà-
åòñÿ äî 12 äíÿ ëàêòàöèè, à çàòåì íàáëþäàåòñÿ ïàäåíèå
åãî àêòèâíîñòè [7].

Óðîâåíü ïðîäóêöèè ðåêîìáèíàíòíîãî ýíäîñòàòè-
íà â ìîëîêî ïîëó÷åííûõ òðàíñãåííûõ æèâîòíûõ äîñ-

1         2         3         4         5         6        7

1, 2, 3, 5 � ïðîáû ÄÍÊ òðàíñãåííûõ ìûøåé;
 4 � ïðîáà ÄÍÊ íåòðàíñãåííîé ìûøè;
 6 � ïîëîæèòåëüíûé êîíòðîëü (ÄÍÊ ïëàçìèäû    pVI-end);
 7 � îòðèöàòåëüíûé êîíòðîëü (ÄÍÊ íåòðàíñãåííîé ìûøè)

 Ðèñ.1. Ñàóçåðí-áëîò-àíàëèç ÄÍÊ ïîòîìñòâà ïåðâè÷íûõ
òðàíñãåííûõ ìûøåé ïî ãåíåòè÷åñêîé êîíñòðóêöèè pVI-end
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à)                                                                  á) 

   1      2      3     4     5     6      7                             1     

     

20êÄà

        
  

à) ïîïóëÿöèÿ ¹2, F2:
1, 2 � ïîëîæèòåëüíûé êîíòðîëü: 100 íã è 500 íã ðåêîìáèíàíòíîãî ýíäîñòàòèíà, ïîëó÷åííîãî â E.coli (ïðè ðàçäåëåíèè â
ïîëèàêðèëàìèäíîì ãåëå, ýíäîñòàòèí, ïîëó÷åííûé â äàííîé ñèñòåìå ýêñïðåññèè, âèäåí â âèäå äâóõ ïîëîñ; íèæíÿÿ ïîëîñà
ÿâëÿåòñÿ ðåçóëüòàòîì íåïîëíîãî ñèíòåçà; óêàçàííîå êîëè÷åñòâî ýíäîñòàòèíà ñîäåðæèòñÿ ñóììàðíî â äâóõ ïîëîñàõ);
3 � îòðèöàòåëüíûé êîíòðîëü (ìîëîêî íåòðàíñãåííîé ìûøè);
4, 5, 6, 7 � ïðîáû ìîëîêà òðàíñãåííîé ñàìêè, ïîëó÷åííûå íà 2-é, 5-é, 10-é è 15-é äíè ëàêòàöèè ñîîòâåòñòâåííî;
á) ïîïóëÿöèÿ ¹21, F3:
1 � ïîëîæèòåëüíûé êîíòðîëü (500íã ðåêîìáèíàíòíîãî ýíäîñòàòèíà),
2 � îòðèöàòåëüíûé êîíòðîëü;
3, 4, 5 � ïðîáû ìîëîêà òðàíñãåííîé ìûøè íà 2-é, 5-é è 10-é äíè ëàêòàöèè ñîîòâåòñòâåííî.

Ðèñ.2. Âåñòåðí-áëîò-àíàëèç ìîëîêà òðàíñãåííûõ ñàìîê ìûøåé íà ðàçíûõ ñòàäèÿõ ëàêòàöèè

òèãàë 0,6 ã/ë. Ýòî áîëüøå, ÷åì óðîâåíü ïðîäóêöèè αS1-
êàçåèíîâîãî ìèíè-ãåíà (ãåíà áåç èíòðîíîâ) ïîä ñîá-
ñòâåííûì ïðîìîòîðîì (0,01 ã/ë) [7], íî ìåíüøå, ÷åì
òàêîâîé ïðè èñïîëüçîâàíèè êîíñòðóêöèè ñ ïîëíîðàç-
ìåðíîé ãåíîìíîé êîïèåé ïðîêîëëàãåíà òèïà I ïîä êîí-
òðîëåì α S1-êàçåèíîâîãî ïðîìîòîðà (8 ã/ë) [19]. Íà
íàñòîÿùèé ìîìåíò ñóùåñòâóåò íàáîð ñðåäñòâ äëÿ ïî-
âûøåíèÿ óðîâíÿ ñèíòåçà ãåòåðîëîãè÷íîãî ïðîäóêòà.
Âîçìîæíî, íóæíî îáðàòèòüñÿ ê ïîïûòêàì ñèíòåçèðî-
âàòü ïîëíîðàçìåðíûé êîëëàãåí XVIII ñ ïîñëåäóþùèì
ïðîòåîëèòè÷åñêèì îòùåïëåíèåì ýíäîñòàòèíà. Âñå ýòî
òðåáóåò äàëüíåéøèõ ðàçðàáîòîê. Íàì ïðåäñòàâëÿåò-
ñÿ âàæíûì ïîä÷åðêíóòü, ÷òî ñèíòåç çíà÷èìûõ êîëè-
÷åñòâ ýíäîñòàòèíà â ìîëîêå òðàíñãåííûõ æèâîòíûõ
âîçìîæåí, íåñìîòðÿ íà òî, ÷òî ýíäîñòàòèí íå ÿâëÿåòñÿ
íåïîñðåäñòâåííûì ïðîäóêòîì ãåíà, à ëèøü ïðîòåîëè-
òè÷åñêèì ôðàãìåíòîì åñòåñòâåííîãî ïîëèìåðà (êîë-
ëàãåíà XVIII) [18].

Âòîðîå âàæíîå íàáëþäåíèå çàêëþ÷àåòñÿ â ñëåäóþ-
ùåì. Íàø ðåêîìáèíàíòíûé ïðîäóêò ïðåäïîëîæèòåëü-
íî èíãèáèðóåò àíãèîãåíåç. Ìû åùå íå èìååì ïîëíîé
èíôîðìàöèè î òîì, ãäå è íà êàêîé ñòàäèè ðàçâèòèÿ îðãà-
íèçìà ðàáîòàåò α  S1-êàçåèíîâûé ïðîìîòîð â åñòåñòâåí-
íûõ óñëîâèÿõ, íå ãîâîðÿ óæå îá èñêóñòâåííî ñîçäàííîé
ãåíåòè÷åñêîé êàññåòå â ÷óæåðîäíîì îðãàíèçìå. Íå èñ-
êëþ÷åíà íåñïåöèôè÷åñêàÿ ýêñïðåññèÿ íàøåé ãåíåòè÷åñ-
êîé êîíñòðóêöèè â ðàçíûõ îðãàíàõ è íà ðàçíûõ ñòàäè-
ÿõ ðàçâèòèÿ îðãàíèçìà. À âåäü èìåííî â ðàçâèâàþùåì-
ñÿ îðãàíèçìå òàê íåîáõîäèì ïðîöåññ àíãèîãåíåçà. Ïî-
ýòîìó ïîëó÷åíûå òðàíñãåííûå ìûøè ñâîèì ñóùåñòâî-
âàíèåì ïîçâîëÿþò íàäåÿòüñÿ, ÷òî íàøà êîíñòðóêöèÿ
ðàáîòàåò äîñòàòî÷íî ñïåöèôè÷íî. Äëÿ ïðîâåðêè ñïå-
öèôè÷íîñòè ðàáîòû êàññåòû ìû ïðîâåëè èññëåäîâàíèå
ÐÍÊ íà ïðèñóòñòâèå èíòåðåñóþùåãî íàñ òðàíñêðèïòà.

Äëÿ àíàëèçà ÐÍÊ çàáèðàëè îðãàíû îò áåðåìåííûõ
è ëàêòèðóþùèõ òðàíñãåííûõ ñàìîê è âûäåëÿëè èç íèõ
ÐÍÊ. ÐÍÊ ïîäâåðãàëè Íîóçåðí-áëîò àíàëèçó. Ðåçóëü-
òàòû ïðèâåäåíû íà Ðèñ. 3.

Ïîëîæèòåëüíûé ñèãíàë, ñîîòâåòñòâóþùèé ðàçìå-
ðó ðåêîìáèíàíòíîé ÐÍÊ (íà Ðèñ. 3, îòìå÷åíî ñòðåëêà-
ìè), êàê è ïðåäïîëàãàëîñü,  íàáëþäàåòñÿ íà äîðîæêàõ,
ñîîòâåòñòâóþùèõ ìîëî÷íîé æåëåçå. Âåðõíèé ñèãíàë íà
äîðîæêå 3 ñîîòâåòñòâóåò ýíäîãåííîìó êàçåèíó.  Âñåãî
áûëî ïðîàíàëèçèðîâàíî 12 îñîáåé èç ðàçíûõ ïîïóëÿ-
öèé íà ðàçíûõ ñòàäèÿõ áåðåìåííîñòè è ëàêòàöèè.  Íå-
áîëüøîé íåñïåöèôè÷åñêèé óðîâåíü òðàíñêðèïöèè áûë
çàìå÷åí ó äâóõ  ñàìîê. Ó îäíîé èç ñàìîê (¹386, ïîïó-
ëÿöèÿ 91) ïîëîæèòåëüíûé ñèãíàë  äåòåêòèðîâàí â ïîä-
æåëóäî÷íîé æåëåçå (ïðèìåðíî 1% îò óðîâíÿ òðàíñêðèï-
öèè â ìîëî÷íîé æåëåçå),  âòîðàÿ ñàìêà (¹33, ïîïóëÿ-
öèÿ 18) - ïîëîæèòåëüíûé ñèãíàë  â ìûøå÷íîé òêàíè è â
ìîçãå (ìåíåå 1% îò óðîâíÿ òðàíñêðèïöèè â ìîëî÷íîé
æåëåçå). Àíàëèç ÐÍÊ èç îðãàíîâ äðóãèõ ñàìîê  ýòîé æå
ïîïóëÿöèè è ñàìîê äðóãèõ ïîïóëÿöèé íå îáíàðóæèë
èñêîìîãî òðàíñêðèïòà â àíàëîãè÷íûõ îðãàíàõ è òêà-

1-9 � ïðîáû ÐÍÊ èç îðãàíîâ ñàìêè ¹391 (ïîïóëÿöèÿ 91),
15-é äåíü ëàêòàöèè:1-ñåðäöå, 2-ïå÷åíü, 3-ìîëî÷íàÿ æå-
ëåçà, 4-ëåãêîå, 5-ÿè÷íèêè, 6-áðþøèíà, 7-ïî÷êà, 8-ñåëå-
çåíêà, 9-ìûøöû;

10 � ïðîïóñê;
11, 12 � ïðîáû ÐÍÊ èç îðãàíîâ áåðåìåííîé ñàìêè ìûøè

¹10 (ïîïóëÿöèÿ 18), 15-é äåíü áåðåìåííîñòè: 11-ïëà-
öåíòà, 12-ìîëî÷íàÿ æåëåçà

1     2     3     4     5     6     7     8     9   10   11   12 

  

 18S 

 28S 

Ðèñ.3. Íîçåðí-áëîò-àíàëèç ÐÍÊ èç îðãàíîâ è òêàíåé òðàíñ-
ãåííûõ ëàêòèðóþùåé è áåðåìåííîé ñàìîê ìûøåé
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íÿõ. Ýòî ïîçâîëÿåò íàì ïðåäïîëîæèòü, ÷òî íåñïåöèôè-
÷åñêàÿ òðàíñêðèïöèÿ ñ íàøåé ãåíåòè÷åñêîé êîíñòðóê-
öèè â äâóõ îïèñàííûõ ñëó÷àÿõ ÿâëÿåòñÿ ñëåäñòâèåì
ãåíåòè÷åñêèõ ïåðåñòðîåê â ãåíîìå îòìå÷åííûõ ñàìîê
(¹386 è ¹33), à íå ñëåäñòâèåì êîíñòðóêòèâíûõ îñî-
áåííîñòåé íàøåé êàññåòû.

Èçâåñòíî, ÷òî òêàíåñïåöèôè÷íîñòü ýêñïðåññèè ÷ó-
æåðîäíîãî ãåíà â òðàíñãåííûõ æèâîòíûõ çàâèñèò îò
äëèíû èñïîëüçóåìîãî ïðîìîòîðíîãî ó÷àñòêà: áîëåå
ïðîòÿæåííûå ïðîìîòîðíûå ó÷àñòêè áîëåå ñïåöèôè÷íû.
Äëÿ S1-êàçåèíà ïîêàçàíî, ÷òî äëÿ ñïåöèôè÷åñêîé ýêñï-
ðåññèè â ìîëî÷íîé æåëåçå äîñòàòî÷íî ïðîòÿæåííîñòè
ïðîìîòîðíîãî ó÷àñòêà ÄÍÊ â 1500 ï.í. [4]. Ìû â ñâî-
åé êîíñòðóêöèè èñïîëüçîâàëè ïðîìîòîðíûé ó÷àñòîê α
S1-êàçåèíà â 2000 ï.í.

Ïðè èñïîëüçîâàíèè 1500 ï.í. ïðîìîòîðíîãî ó÷àñò-
êà â ãåíåòè÷åñêèõ êîíñòðóêöèÿõ äëÿ ïîëó÷åíèÿ òðàíñ-
ãåííûõ êðîëèêîâ ìîëî÷íàÿ æåëåçà áûëà åäèíñòâåííûì
ìåñòîì ñèíòåçà ðåêîìáèíàííîãî ïðîäóêòà [4]. Èñïîëü-
çîâàíèå ïðîìîòîðíîãî ó÷àñòêà α S1-êàçåèíà äëèíîé 11
ò.ï.í., êàê è îæèäàëîñü, ïîçâîëèëî ïîëó÷èòü òðàíñãåí-
íûõ êðîëèêîâ ñî ñïåöèôè÷åñêîé ýêñïðåññèåé ðåêîìáè-
íàíòíîãî ïðîäóêòà òîëüêî â ìîëî÷íîé æåëåçå. Èññëå-
äîâàíèå ÐÍÊ íå îáíàðóæèëî ïîëîæèòåëüíûõ ñèãíàëîâ
â äðóãèõ ïðîàíàëèçèðîâàííûõ îðãàíàõ [3]. Ïðè ïîëó-
÷åíèè òðàíñãåííûõ ìûøåé ñ èñïîëüçîâàíèåì ðåïîðòåð-
íîãî ãåíà ÑÀÒ ïîä α S1-êàçåèíîâûì ïðîìîòîðîì äëè-
íîé 1350 ï.í. óðîâåíü ýêñïðåññèè â ðàçëè÷íûõ îðãàíàõ
òðàíñãåííûõ æèâîòíûõ îöåíèâàëñÿ ïî àêòèâíîñòè ãåíà
ÑÀÒ, ÷òî ïîçâîëèëî àâòîðàì âåñòè êîëè÷åñòâåííóþ
îöåíêó ñïåöèôè÷íîñòè èõ ãåíåòè÷åñêîé êîíñòðóêöèè.
Ïðèâåäåííûå èìè ðåçóëüòàòû ïîêàçûâàþò, ÷òî àêòèâ-
íîñòü ðåïîðòåðíîãî ãåíà âî âñåõ ïðîâåðåííûõ îðãàíàõ
êðîìå ìîëî÷íîé æåëåçû íàõîäèòñÿ íà óðîâíå ôîíà [7].

Èñïîëüçîâàíèå ðåêîìáèíàíòíîãî ïðîäóêòà â ýêñ-
ïåðèìåíòàõ ïî èíãèáèðîâàíèþ ðîñòà çëîêà÷åñòâåííûõ
îáðàçîâàíèé òðåáóåò òùàòåëüíîé î÷èñòêè ïîëó÷àåìî-
ãî áåëêà. Îáúåì èìåâøèõñÿ â íàøåì ðàñïîðÿæåíèè
ïðîá ìîëîêà íå ïîçâîëèë íàì ïðîâåñòè î÷èñòêó ïðî-
äóêòà è îöåíèòü ýôôåêòèâíîñòü ýòîãî ïðîöåññà, äàæå
èñïîëüçóÿ èìåþùèéñÿ íà Ñ-êîíöå ïîëó÷åííîãî ýíäîñ-
òàòèíà ýïèòîï 6õHis. Íàìè áûëî óñòàíîâëåíî, ÷òî ïðè
ïðîâåäåíèè ôðàêöèîíèðîâàíèÿ ìîëîêà (ìîëîêî ðàçäå-
ëÿëè öåíòðèôóãèðîâàíèåì: 15 ìèíóò, 15 000 îá./ìèí.)
íà òðè ôðàêöèè: êàçåèíû, ñûâîðîòêó è æèðû; ýíäîñòà-
òèí äåòåêòèðîâàëñÿ âî ôðàêöèè êàçåèíîâ.

Äëÿ äåòàëüíîãî èçó÷åíèÿ áèîëîãè÷åñêîé àêòèâíî-
ñòè ïîëó÷åííîãî â ìîëîêå ýíäîñòàòèíà íåîáõîäèìî
ïîëó÷åíèå áîëåå êðóïíûõ òðàíñãåííûõ æèâîòíûõ. Îä-
íèì èç ïðîìåæóòî÷íûõ âàðèàíòîâ ÿâëÿåòñÿ ïîëó÷åíèå
òðàíñãåííîãî êðîëèêà, êîòîðûé ìîæåò îáåñïå÷èòü äî-
ñòàòî÷íîå êîëè÷åñòâî áåëêà êàê äëÿ ïðîâåäåíèÿ ôóíê-
öèîíàëüíûõ òåñòîâ, òàê è äëÿ ïðîâåäåíèÿ ìåëêîìàñø-
òàáíûõ èñïûòàíèé.

Òàêèì îáðàçîì, íàìè ïîêàçàíî, ÷òî ñêîíñòðóèðî-
âàííàÿ íàìè ãåíåòè÷åñêàÿ êàññåòà pVI-end îáåñïå÷è-
âàåò äîñòàòî÷íî âûñîêèé óðîâåíü ýêñïðåññèè ýíäîñòà-
òèíà. Ââåäåííûé ãåí ýêñïðåññèðóåòñÿ ó òðàíñãåííûõ
ñàìîê â ìîëî÷íîé æåëåçå â ñîîòâåòñòâèè ñ èñïîëüçóå-
ìûì ïðîìîòîðîì, è ðåêîìáèíàíòíûé áåëîê ýíäîñòà-
òèí ñåêðåòèðóåòñÿ â ìîëîêî ëàêòèðóþùèõ ñàìîê. Ïî-
ëó÷åííàÿ êîíñòðóêöèÿ ñïîñîáíà ýôôåêòèâíî èíòåãðè-
ðîâàòüñÿ â ãåíîì è ñòàáèëüíî ïåðåäàâàòüñÿ ïî íàñëåä-

ñòâó âïëîòü äî òðåòüåãî ïîêîëåíèÿ.
Ðàáîòà ïîääåðæèâàëàñü ãðàíòàìè ÐÔÔÈ è Ìîñ-

êîâñêèì Ïðàâèòåëüñòâîì.
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