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При разработке методов генной терапии на основе аденовирусных конструкций одной из основных проблем является 
иммунный ответ на введение вирусных частиц. Для снижения иммунной реакции предлагается использовать нестероидный 
противовоспалительный препарат ибупрофен. Установлено, что ибупрофен в высоких концентрациях оказывает дозозависимое 
токсическое действие на культуры мультипотентных мезенхимальных стромальных клеток. Определено, что в концентрации 
0,125 мг/мл ибупрофен не вызывает гибели клеток, а также оказывает положительное влияние на аденовирусную трансдукцию 
культур ММСК: через 3 суток после заражения Ad-GFP в дозе 320 TCID50/мл выявлено 48,47±2,06% трансдуцированных клеток, 
а при добавлении в среду 0,125 мг/мл ибупрофена – 60,07±1,64% (p < 0,05). Ибупрофен может быть использован в генной 
терапии, основанной на аденовирусной трансдукции, для снижения иммунного ответа при локальном воздействии высоких 
доз вирусных векторов.
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One of the main problems in the development of gene therapy methods based on adenovirus constructs is the immune response 
to the introduction of viral particles. It is proposed to use the non-steroidal anti-inflammatory drug ibuprofen to reduce the immune 
response. Ibuprofen at high concentrations has a dose-dependent toxic effect on cultures of multipotent mesenchymal stromal cells 
(MSCs). It was determined that at concentration of 0,125 mg/ml ibuprofen does not cause cell death, and also has a positive effect on 
adenovirus transduction of MSCs: 48,47±2,06% of transduced cells were detected 3 days after infection with 320 TCID50/ml Ad-GFP, and 
when 0,125 mg/ml Ibu was added – 60,07±1,64% (p < 0,05). Ibuprofen can be used in gene therapy based on adenoviral transduction 
to reduce the immune response to local exposure high doses of viral vectors.
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Введение

Генная терапия является одним из наиболее пер-
спективных направлений медицины будущего.  
В настоящее время ведется разработка эффектив-

ных и безопасных систем доставки генных конструк-
ций в клетки с использованием вирусных и невирус-
ных методов [1, 2]. Наиболее эффективны подходы с 
использованием вирусных векторов, основанные на их 
природной способности проникать в клетки. Для кли-
нического применения в генотерапии наиболее безо-
пасны конструкции, лишенные способности встраи-
ваться в геном клетки-хозяина, что исключает риск ин-
серционного мутагенеза. Одними из таких векторов 
являются аденовирусные конструкции. К преимуще-
ствам этих векторов также относятся большая пакую-
щая емкость генома, способность инфицировать как 
делящиеся, так и неделящиеся клетки и возможность 
получения вирусных препаратов с высоким титром [2]. 
Однако одним из основных недостатков аденовирус-
ных систем является гуморальный и клеточный им-
мунный ответ на высокие дозы вектора [3]. Добиться 
снижения иммунной реакции на аденовирусные век-
торы можно за счет применения нестероидных проти-
вовоспалительных препаратов (НПВС). В клиниче-
ской практике широко используется ибупрофен (Ibu), 
как один из наиболее эффективных и безопасных [4]. 
Ibu оказывает выраженное противовоспалительное 
действие за счет неселективного ингибирования фер-
ментов циклооксигеназ 1 и 2 типа [5], что приводит к 
снижению уровня цитокинов IL-6 и TNF-α и позво-
ляет уменьшить иммунный ответ на введение адено-
вирусных векторов. Кроме того, было показано, что 
применение Ibu в составе тканеинженерных конструк-
ций способствует снижению иммунного ответа при ал-
логенной трансплантации клеток [6]. 

Целью данной работы является исследование вли-
яния Ibu на эффективность аденовирусной трансдук-
ции и жизнеспособность мультипотентных мезенхи-
мальных стромальных клеток (ММСК).

Методы

Клеточные культуры. Культуры ММСК получали 
из жировой ткани крыс по ранее разработанной ме-
тодике [7]. Клетки культивировали в ростовой среде 
ДМЕМ/F12 (ПанЭко, Россия), содержащей 10% эмбри-
ональной телячьей сыворотки (ЭТС, PAA laboratories, 
Канада), 0,584 мг/мл L-глутамина (ПанЭко),  
5000 ед./мл пенициллина (ПанЭко) и 5000 мкг/мл 

стрептомицина (ПанЭко) при стандартных условиях 
37°С в атмосфере 5% СО2.

Аденовирусная трансдукция. В работе использо-
вали аденовирусные векторы с геном зеленого флу-
оресцентного белка (GFP). Трансдукцию проводили 
по ранее разработанной методике [8]. Клетки ММСК 
трансдуцировали в среде ДМЕМ/F12 с антибиотиками 
и 2% ЭТС в течение 6, 16 и 24 ч с вирусной нагрузкой 
80, 160 и 320 TCID50/мл.  Ibu добавляли в концентра-
циях 0,5 мг/мл, 0,25 мг/мл и 0,125 мг/мл на протяже-
нии всего периода. Эффективность трансдукции оце-
нивали через 1 и 3 суток визуально по наличию флуо-
ресцентного белка GFP на микроскопе AxioObserver.
Z1 (CarlZeiss) с камерой AxioCamMRc 5 и на проточ-
ном цитофлюориметре CyFlow ML.

Оценка жизнеспособности. К клеткам добавляли 
3-[4,5-диметилтиазол-2-ил]-2,5-дифенилтетразоли-
ум бромид (МТТ, ПанЭко) в концентрации 0,5 мг/мл 
и инкубировали 2 ч при 37ºС. Кристаллы формазана 
экстрагировали из клеток с помощью ДМСО (ПанЭко) 
и измеряли оптическую плотность элюата при длине 
волны 570 нм, вычитая фоновое значение при 620 нм. 
Измерения проводили на планшетном ридере BioRad 
Reader xMark (Bio-Rad Laboratories, США).

Статистический анализ. Статистический анализ 
результатов и построение графиков выполняли в про-
грамме SigmaPlot 12.0 (Германия). Группы сравнива-
лись с использованием t-критерия Стьюдента. Стати-
стически значимыми считали различия при уровне ни-
же 5% (p < 0,05).

Результаты

Подбор условий для эффективной  
аденовирусной трансдукции ММСК
Было показано, что за время инкубации (6, 16 

и 24 ч) при различной вирусной нагрузке (80, 160 и 320 
TCID50/мл) аденовирусные конструкции не оказы-
вают выраженного цитотоксического действия на 
ММСК (рис. 1). Через 3 суток при максимальной ви-
русной нагрузке 320 TCID50/мл и инкубации на про-
тяжении 24 ч жизнеспособность клеток составляла 
86,35±2,85%.

Условия аденовирусной трансдукции влияют 
на эффективность трансдукции (рис. 2). Инкубация 
с 80 TCID50/мл в течение 24 ч приводила к трансдукции 
9,74% клеток через 1 сутки и 34,09% клеток через 3 су-
ток. А при использовании 320 TCID50/мл наблюдается 
трансдукции 60,14% клеток уже через 1 сутки и 84,38% че-
рез 3 суток. Таким образом, наиболее эффективная ви-
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Рис. 1. Жизнеспособность ММСК в зависимости от времени инкубации и вирусной нагрузки через 1 сут (А) и 3 сут (Б) после 
аденовирусной трансдукции, МТТ-тест. *p < 0,05 (по сравнению с контролем).

Fig. 1. Viability of MSCs depending on the incubation time and viral load 1 day (A) and 3 days (Б) after adenoviral transduction, MTT 
test. *p < 0.05 (compared to control).
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Рис. 2. Эффективность аденовирусной трансдукции ММСК в зависимости от времени инкубации и вирусной нагрузки через 
1 сут (А,В) и 3 сут (Б, Г). А, Б – флуоресцентная микроскопия, 10х. В,Г – процент трансдуцированных клеток, проточная цитометрия.

Fig. 2. Efficiency of adenovirus transduction of MMSCs depending on the incubation time and viral load after 1 day (A, В) and 3 days 
(B, D). A, Б – fluorescence microscopy, 10x. В, Г – percentage of transduced cells, flow cytometry.

русная трансдукция наблюдалась при инкубации ММСК 
с 320 TCID50/мл в течение 16 ч. Такие условия обеспечи-
вали трансдукцию 90,8% клеток через 3 суток.

Влияние Ibu на эффективность  
аденовирусной трансдукции ММСК
Исследовали влияние различных концентраций 

Ibu (0,5 мг/мл, 0,25 мг/мл и 0,125 мг/мл) на жизне-
способность ММСК и на эффективность аденови-

Рис. 3. Влияние различных концентраций Ibu на жизнеспособность  ММСК через 1 сут (А) и 3 сут (Б) инкубации, МТТ-тест. *p < 0,05 
(по сравнению с контролем).

Fig. 3. Effect of various Ibu concentrations on the viability of MSCs after 1 day (A) and 3 days (Б) of incubation, MTT test. *p < 0.05 
(compared to control).

русной трансдукции. ММСК инкубировали в сре-
де в присутствии Ibu, в том числе с добавлением 
Ad‑GFP в дозе 320 TCID50/мл. Через 24 ч Ad‑GFP 
удаляли и вносили новую порцию Ibu. Анализ про-
водили через 1 и 3 суток после трансдукции. Бы-
ло показано, что Ibu вызывает дозозависимое ци-
тотоксическое действие на ММСК (рис. 3). Ин-
кубация клеток с 0,5 мг/мл Ibu в течение 3 суток 
приводила к снижению жизнеспособности клеток 
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Рис. 4. Влияние различных концентраций Ibu на эффективность аденовирусной трансдукции ММСК через 1 сутки и 3 сутки ин-
кубации. А – флуоресцентная микроскопия. Б – проточная цитофлуориметрия. *p < 0,05 (по сравнению с Ad-GFP).

Fig. 4. Effect of different Ibu concentrations on the efficiency of MSCs adenovirus transduction after 1 day and 3 days of incubation.  
A – fluorescence microscopy. Б – flow cytometry. *p < 0.05 (compared to Ad-GFP).
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до 26,75±0,22%, а в концентрации 0,125 мг/мл Ibu 
практически не оказывал цитотоксического воздей-
ствия на клетки (доля живых клеток – 96,33±3,76%,). 
При этом добавление Ad-GFP еще больше снижает 
жизнеспособность клеток при соответствующей кон-
центрацией Ibu: до 12,73±1,48% и 88,06±3,29% со-
ответственно для 0,5 мг/мл Ibu и 0,125 мг/мл Ibu че-
рез 3 суток (рис. 3Б).

Методом флуоресцентной микроскопии и проточной 
цитофлуориметрии оценили влияние Ibu на эффектив-
ность аденовирусной трансдукции (рис. 4). Показано, что 
добавление Ibu в концентрации 0,125 мг/мл способствует 
повышению доли трансдуцированных клеток: на 3 сутки 
после заражения 320 TCID50/мл Ad-GFP – 48,47±2,06%, 
а в присутствии Ibu –60,07±1,64% (p < 0,05).

Выводы

Таким образом, 0,125 мг/мл Ibu – наиболее эффек-
тивная концентрация, не оказывающая цитотоксиче-
ского действия на ММСК и не препятствующая аде-
новирусной трансдукции. 

Полученные в результате исследования условий 
для аденовирусной трансдукции ММСК в присутствии 
ибупрофена (320 TCID50/мл в течение 16 ч и 0,125 мг/
мл Ibu) могут быть использованы при разработке ме-
тодов генной терапии для снижения иммунного ответа 
при локальном воздействии высоких доз вирусных век-
торов, включая разработку ген-активированных мате-
риалов и тканеинженерных конструкций для воспол-
нения костных дефектов.
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