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Генная терапия – революционный подход к лечению заболеваний путем введения гене-
тического материала в клетки пациента для коррекции дефектов или обеспечения терапев-
тического эффекта. Аденоассоциированные вирусы (ААВ) являются привлекательными
векторами для генной терапии из-за высокой эффективности трансдукции, отсутствия
патогенности и способности интегрироваться в геном хозяина без нарушения функции
генов [2]. Известно порядка двенадцати различных серотипов ААВ человека, каждый из
которых имеет уникальную капсидную структуру и определенные преимущества. Эффек-
тивность трансдукции может значительно варьироваться в зависимости от используемо-
го серотипа ААВ [3]. Для оптимизации выбора вектора для конкретных клеток-мишеней
необходимо изучение и сравнение эффективности трансдукции различных серотипов ААВ
[4]. На основании всех этих данных была поставлены задачи: получение вирусных векторов
на основе плазмид, модификация ими клеточных линий HEK293 и SH-SY5Y и дальнейший
анализ уровня экспрессии гена GFP в клетках. Целью работы стало сравнение эффек-
тивности трансдукции клеточных культур с использованием серотипов 2, 9, 10 и Olig001
ААВ и определение оптимального вектора.

Материалы и методы. Для наработки плазмидной ДНК в препаративных количе-
ствах необходимо было сначала получить рекомбинантные штаммы Escherichia coli, со-
держащие необходимые плазмиды, и из полученной бактериальной биомассы выделить
плазмидную ДНК. В сборке рекомбинантных ААВ использовались плазмиды pAAV-RC2,
pAAV-RC9, pAAV-RC10, pAAV-RCOlig001 (Agilent Technologies, США) и pHelper (Agilent
Technologies, США), pAAV-GFP.

Клетки AAV293 культивировали при 37∘C во влажной атмосфере с 5% содержанием
СО2 с плотностью клеточного монослоя не менее 50% в полной среде DMEM/F12. Непо-
средственно перед трансфекцией плотность монослоя составляла 70 – 80%. Трансфекцию
проводили с использованием полиэтиленимина (Кат. № 408727, Sigma-Aldrich, США).

Генную модификацию клеточных линий НЕК293 и SH-SY5Y проводили путем введения
стоковых растворов вирусных частиц AAV2-GFP, AAVOlig001-GFP, AAV9-GFP, AAV10-
GFP (рисунок). Для трансфекции использовали культуру клеток с плотностью монослоя
70 – 90%, культивируемых в 24-луночных культуральных планшетах. За день до транс-
фекции засевали клетки в 24-луночный планшет по 60 000 клеток в 500 мкл полной среды
DMEM, культивировали при 37∘C во влажной атмосфере с 5% содержанием СО2. При
приготовлении смеси для трансдукции учитывали показатель множественности инфек-
ции 100. В качестве MOI 100 для культуры клеток выбрали 500 000 вирусных частиц
на одну клетку. По прошествии 2 суток после трансфекции проанализировали уровень
экспрессии репортерного трансгена методом флуоресцентной микроскопии [1].

Результаты и обсуждение. В результате были получены рекомбинантные вирусные
векторы; титр вируса был определен путем ПЦР-РВ и составил для серотипов: AAV2-
GFP — 6.02*1012 генкопий/мл, AAVOlig001-GFP — 4.54*1013 генкопий/мл, AAV9-GFP
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— 6.34*1013 генкопий/мл, AAV10-GFP — 4.09*1013 генкопий/мл. Успешная трансдукция
сконструированными ААВ культуры клеток HEK293 и SH-SY5Y продемонстрировала экс-
прессию гена GFP, что является показателем функциональности данной генетической кас-
сеты. Также синтез генетически модифицированными клетками активного белка позво-
лил судить о различной эффективности серотипов вируса в способности трансдуцировать
культуры клеток. Полученные результаты соответствуют показателям предпочтительно-
го тропизма данных серотипов. В случае клеток HEK293 наивысшим показателем трасн-
фекции обладал серотип ААВ 2, что объясняется его уникальным широким спектром
тропности, а также распространенностью его дополнительных корецепторов на поверхно-
сти различных клеток. В случае клеток нейробластомы наивысшим показателем облада-
ет модифицированный серотип ААВ Olig001, так как он отличается преимущественным
тропизмом для поверхности клеток нервной системы. Для 9 и 10 серотипа, занимающих
промежуточное положении в трансдукции как HEK293, так и SH-SY5Y, показатели под-
тверждаются их склонностью к более успешному инфицированию иных клеток, например,
тканей печени или мышечных тканей, что напрямую связано со способностью преодоле-
вать физический барьер эндотелия сосудистой системы.

Заключение. Полученные результаты отражают предпочтительный тропизм различ-
ных серотипов ААВ. При этом наиболее эффективным, судя по показателям, является
серотип ААВ2, в особенности из-за его широкого спектра тропности. Это также объяс-
няет его широкое использование при разработке лекарственных препаратов. Для более
узко специализирующихся исследований эффективнее использование серотипов с моди-
фицированными капсидами, так как это повышает уровень сродства и преимущественный
тропизм, например, к клеткам нервной системы.
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Рис. : Рисунок. Схема эксперимента по генетической модификации клеточных линий
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