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Вирусные векторы в трансгенных исследованиях: перспективы 
использования для лечения болезней ЦНС и генной терапии
Е.В. Пущина, И.А. Капустянов, А.А. Вараксин
Национальный научный центр морской биологии им. А.В. Жирмунского Дальневосточного отделения Российской 
академии наук, г. Владивосток, Россия

Вирусные переносчики представляют большой клинический интерес из-за их высокой эффективности, позволяющей 
находить практическое применение в генной терапии. В обзоре приводятся современные данные исследований на 
различных видах рыб в качестве потенциальных моделей для использования вирусных векторов. В ходе изучения вы-
сокопроизводительных аденовирусных векторов получены данные об устойчивой экспрессии трансгенов в организме 
Danio rerio и других видов рыб. Рассмотрены особенности применения аденоассоциированных векторов в исследо-
вании транснейронального переноса белка глюкоронидазы в  проекционных нейронах вентральной тегментальной 
области и стриатума для лечения метаболической недостаточности при мукополисахаридозе VII. Принимая во внима-
ние широкий репертуар генетически модифицированных линий Danio rerio, этические аспекты и допустимость этой 
модели в нейрогеннных исследованиях, очевидно, что Danio rerio, как и другие виды рыб, могут быть альтернативой 
для ранней стадии доклинической оценки эффективности вирусных векторов. 
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Summary: Viral vectors are of great clinical interest due to their high efficiency, which allows them to find practical applications in 
gene therapy. The review presents current research data on various fish species as potential models for the use of viral vectors. 
During the study of high-performance adenoviral vectors data on the stable expression of transgenes in the body of Danio rerio 
and other fish species was obtained. The features of the use of adeno-associated vectors in the study of transneuronal transfer of 
the glucuronidase protein in the projection neurons of the ventral tegmental area and striatum to treat metabolic insufficiency 
in case of mucopolysaccharidosis VII are considered. Taking into consideration the wide set of genetically modified Danio rerio 
strains, ethical aspects, and the acceptability of applying this model in neurogenic studies, it is clear that Danio rerio, as well as 
other fish species, can be used as an alternative for early preclinical evaluation of the efficiency of viral vectors. 
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Вирусные векторы обеспечивают универсальную 
систему переноса генов млекопитающих и широко 
используются не только в клинических исследовани-
ях генной терапии [1], но и в фундаментальных [2]. 
Недавние изыскания показали, что они могут быть 
эффективными инструментами для внедрения чуже-
родных генов через гомологичные рекомбинации [3]. 

Аденовирус (Ad) эффективно вводит двуцепочечную 
ДНК в клетки, экспрессирующие вирусный и адено-
вирусный рецептор Коксаки (CAR), но при этом не 
интегрируется в геном хозяина [4]. Хелпер-зависи-
мые аденовирусные векторы с удаленным вирусным 
геномом обладают низкой цитотоксичностью и по-
этому могут быть использованы при более высоких 
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инфекционных титрах. Расширенная способность 
клонирования вспомогательных аденовирусов об-
легчает высокоэффективную репарацию генов с по-
мощью гомологичной рекомбинации в  мышиных 
эмбриональных стволовых клетках и эмбриональных 
стволовых клетках приматов [5, 6].

Другой тип представляет аденоассоциированный 
вирус (AAV), который способен внедряться в одноце-
почечную ДНК клеток с низкой частотой интеграции 
в геном хозяина [1, 2], также является перспективным 
вектором для генного таргетинга и используется для 
коррекции доминирующей мутации в мезенхималь-
ных стволовых клетках у пациентов с несовершенным 
остеогенезом [7]. 

В недавних исследованиях установлена эффектив-
ность инфекции переносчиков вирусов млекопитаю-
щих, аденовирусов, аденоассоциированных вирусов 
и лентивирусов к клеточной линии Сертоли и эм-
бриональной клеточной линии данио Danio rerio [8]. 
Среди протестированных вирусных векторов адено-
вирусы показали наиболее высокую эффективность 
инфекции в клетках данио D. rerio [9]. Аденовирусный 
переносчик был также инфицирован в соматической 
линии клеток семенника медаки Oryzias latipes, кото-
рая создавалась на основе p53-дефицитных мутантов 
[10]. В этих исследованиях было обнаружено, что 
Ads могут успешно инфицировать культивируемые 
эмбриональные клетки данио. Таким образом, из 
результатов  исследований видно, что аденовирусный 
вектор может быть использован в качестве хромо-
сомно-неинтегрируемой векторной системы в клетки  
D. rerio [11].

В последние несколько десятилетий для изуче-
ния развития позвоночных появились две удобные 
генетические системы на моделях телеостей: данио 
D. rerio, у которого успешно был осуществлен круп-
номасштабный химический мутагенез [11], и медаки 
O. latipes с долгой историей использования в генетиче-
ских экспериментах, где было установлено множество 
спонтанных и индуцированных мутаций [12]. Зна-
чительные достижения были получены, в частности, 
при культивировании мужских зародышевых клеток, 
и трансплантации ядра, как в клетки данио [8,9], так 
и медаки [10, 13]. Результаты этих исследований пока-
зали, что некоторые из данных методов позволяют пе-
редавать генетические изменения зародышевой линии. 
Очевидно преимущество от использования подобной 
методологии в дальнейшем, однако с ограничениями 
систем, которые могли бы успешно и эффективно вве-
сти чужую, способную рекомбинировать с эндоген-
ными гомологичными последовательностями, ДНК 
в модельные организмы. Такие методы пока находятся 
в состоянии разработки, хотя некоторые из упомяну-
тых выше вирусных векторов, вероятно, подойдут для 
подобных целей несмотря на то, что ранее они не были 
доступны для использования на моделях рыб.

Чтобы разработать неинтеграционную вирус-
ную векторную систему для рыб, проводили оценку 

эффективности инфекции Ad и AAV векторов в клет-
ках данио на основе лентивиральных векторов. Ре-
зультаты показали, что Ad вектор может быть ис-
пользован для внедрения чужеродного гена в клетки 
данио с гораздо большей эффективностью, чем лен-
тивиральные векторы [14]. Кроме того, Ad векторы 
эффективно заражают не только соматические клетки 
медаки, но и  сперматозоиды, и  сперматоциты да-
нио in vitro с низкой эффективностью. Установлено, 
что Ad вектор млекопитающих может инфицировать 
клетки как данио, так и медаки [14]. Таким образом, 
была обоснована возможность применения данной 
векторной системы, по крайней мере на данио, хотя 
ее эффективность по-прежнему в 1000 раз ниже, чем 
в клеточной линии эмбриональных фибробластов 
мыши. С помощью GFP репортера была обнаружена 
вирусная инфекция, однако, вполне возможно, что ее 
эффективность недооценивается из-за низкой флуо-
ресценции или отсутствия экспрессии GFP. По этой 
причине CMV промотор, широко использующийся 
в  клетках млекопитающих, не может эффективно 
применяться для клеток данио. В действительности, 
в подобных экспериментах наблюдались мозаичные 
узоры экспрессии CMV промотор-усиленного GFP 
трансгенных данио и низкие уровни экспрессии GFP 
в клетках, инфицированных небольшим количеством 
Ad векторов [15]. Использование более эффективного 
промотора и  более чувствительного метода обна-
ружения, в частности мониторинга Cre-экспрессии 
Ad вектора или количественных ПЦР, скорее всего, 
позволит более точно оценивать эффективность ви-
русной трансдукции.

В отличие от инфицирования с помощью Ad, в по-
пуляции клеток данио было получено меньше, чем 
ожидалось GFP-положительных клеток, инфициро-
ванных вирусом везикулярного стоматита G (VSV-G) 
на основе лентивируса [16]. Было установлено, что 
ретровирус MoMLV-VSV-G, имеющий тот же белок 
оболочки, инфицирует значительно эффективнее 
и облегчает мутагенные вставки в клетки данио [17]. 
Следовательно, маловероятно, что низкая эффектив-
ность лентивируса является результатом связывания 
поверхности клетки [18]. Чтобы в будущем использо-
вать интеграза-дефектный лентивирус, необходимо 
будет определить внутри- и межклеточные процессы, 
которые происходят после связывания в клетках данио 
или медаки. Результаты этих исследований показали, 
что эффективность Ad-инфекции сильно варьирует 
между клетками данио и медаки [14]. Ads инфицируют 
клетки данио в несколько сотен раз эффективнее, чем 
клетки медаки, тем не менее, эффективность инфици-
рования клеток медаки многократно усиливается при 
использовании магнитных частиц.

Важные данные были добыты при определении 
гомолога гена рецептора Коксаки (CAR) мыши в базе 
данных данио (73,1% идентичности), но высокая иден-
тичность с  генами мыши не характерна для генов 
медаки [14]. Известно, что линия клеток радужной 
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форели CHSE-214 имеет более высокий тропизм к Ad, 
чем другие линии клеток карпа, белого осетра, толсто-
голового пескаря, морского окуня и тилапии, и обла-
дает высокой гомологией CAR, что необходимо для 
присоединения Ad [19]. Тропизм к Ad, вероятно, имеет 
видо-специфический характер. Хотя рецептор у ме-
даки, связывающий Ad, неизвестен. Более низкая эф-
фективность инфекции для Ad вируса у медаки может 
быть вызвана низким сродством к Ad млекопитающих 
и/или низким уровнем экспрессии рецептора. Таким 
образом, в будущем представляет интерес определить, 
повышает ли эффективность Ad инфекции у данио, 
и медаки введение гена CAR млекопитающих [14].

Есть несколько сообщений, в которых мужские 
зародышевые клетки мышей были признаны устой-
чивыми к инфекции Ad в отличие от клеток Сертоли, 
при введении Ad вирусов в семенные канальцы [20, 21]. 
Даже в условиях культуры клеток после прямого воз-
действия на зрелую сперму мыши in vitro Ad векторами 
наблюдались признаки инфекции [20]. Однако недавно 
получены сведения об успешной трансдукции сперма-
тогенных стволовых клеток Ad векторами с помощью 
метода высокой чувствительности [21]. Расхождения 
могут быть обусловлены стадиями развития, на кото-
рых мужские половые клетки были инфицированы 
вирусами. Необходимо учитывать, что мужские по-
ловые клетки теряют способность к инфицированию 
Ad вирусом во время развития [20]. Согласно другим 
данным сперматогонии и сперматоциты данио могут 
быть инфицированы Ad переносчиками in vitro, но при 
этом инфицирована лишь небольшая часть спермато-
гоний и ни одного сперматозоида [22]. Впрочем, пока 
нет сведений о способностях сперматогониальных 
стволовых клеток к инфицированию вирусом у данио, 
тем не менее, вполне возможно, что мужские зароды-
шевые клетки постепенно теряют эту компетенцию во 
время эмбриогенеза. В контексте эффективного полу-
чения трансгенной спермы следует определить стадии, 
на которых эти клетки восприимчивы к вирусным 
инфекциям. Таким образом, есть необходимость про-
ведения соответствующих анализов методом высокой 
чувствительности [21].

Недавно появились данные, что насекомые, не ин-
тегрирующие вектор бакуловируса, могут использо-
ваться для трансдукции чужеродного гена в клетки 
данио [23] и медаки [24]. Наличие неинтегрируемых 
вирусных векторов будет способствовать внедрению 
двойной ДНК в клетки организмов эффективно и мяг-
ко. Это перспективные методологии, применяемые 
при выполнении генетических манипуляций не только 
для гомологичной рекомбинации, но и для доставки 
специфических генов, в частности, нуклеазы цинковых 
пальцев или Cre-рекомбиназы. 

Вирусные векторы широко востребованы в области 
генной терапии, при клинических испытаниях, прово-
димых каждый год для лечения различных патологий 
человека, с использованием все большего числа фар-
макологических средств, одобренных регулирующими 

органами [1, 25]. Однако доклиническое тестирование 
достаточно длительное и дорогостоящее, особенно 
на этапе развития [26]. В настоящее время общепри-
нятым модельным организмом является мышь Mus 
musculus [27], но существуют немногочисленные ис-
следования, в которых задействованы альтернативные 
модели, в частности Danio rerio для тестирования 
аденовирусных векторов in vivo [11]. В результате этих 
исследований были получены данные об эффектив-
ной трансдукции аденовирусных векторов E1/E3 при 
внутричерепном введении эмбрионам Danio rerio 
[11]. Необходимо подчеркнуть, что вспомогательные 
(высокопроизводительные) аденовирусные векторы 
позволяют устойчиво экспрессироваться трансгену 
в организме D. rerio. Принимая во внимание широкий 
репертуар генетически модифицированных линий  
D. rerio, этические аспекты и допустимость этой модели 
в нейрогенных исследованиях, очевидно, что D. rerio, 
как и другие виды рыб, может быть эффективной аль-
тернативой для ранней стадии доклинических оценок 
аденовирусных векторов [11, 14, 19].

Генная терапия направлена на лечение или профи-
лактику различных заболеваний человека с помощью 
генетических материалов и разнообразных подходов 
[28]. На сегодняшний день существует несколько ме-
ханизмов для введения желаемого генетического мате-
риала в клетку-мишень, таких как физические методы 
(электропорация, микроинъекция и т.д.), химические 
методы (невирусные векторы) и вирусные векторы 
[29]. Вирусные переносчики представляют большой 
клинический интерес из-за их высокой эффективности, 
особенно когда генетический материал предназначен 
для достижения ядра [28]. Аденовирус был одним из 
первых для адаптации в качестве вектора генной те-
рапии [26]. Эти вирусы, с капсидами размером 100 нм 
и линейными двуцепочечными геномами ДНК около 
36 Кб, обеспечивают генетическую стабильность и вы-
сокую эффективность внедрения в различные типы 
клеток [29]. Оказавшись внутри клетки, вирусные 
капсиды деградируют запрограммированным обра-
зом и встраивают геномы в ядро клетки-мишени, где 
они остаются в эписомальном состоянии [30]. Ранние 
версии векторов E1/E3 первого поколения являются 
полезными инструментами для генетической пере-
дачи in vitro, но их использование in vivo ограничено 
стратегией вакцинации из-за короткой продолжи-
тельности экспрессии трансгена [11]. В основном это 
связано с тем, что остаточная экспрессия вирусных 
генов в трансдуцированных клетках вызывает цито-
токсические иммунные реакции [31]. В отличие от это-
го аденовирусные векторы третьего поколения, также 
известные как векторы высокой емкости (HC-AdV), 
лишены всех вирусных кодирующих генов, только со-
храняя две цис-действующие последовательности: ин-
вертированный концевой повтор (ITRs) и упаковочные 
сигналы (ψ) [31]. Помимо расширенной способности 
к клонированию, эти векторы могут длительное время 
поддерживать экспрессию трансгена in vivo в органах 
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с медленным клеточным циклом, таких как печень [25] или  
мозг [32].

В области нейробиологии Ad векторы используют-
ся для маркировки различных популяций нейронов 
[31, 33], отслеживания клона нервных клеток [30, 33] 
и модуляции функции нейронов [34].

Введение аденоассоциированного вируса в ядра тегментума мыши 
приводят к его широкому распространению в мозге 
и потенциальной коррекции нейрогенетических заболеваний

Аденоассоциированный вирусный вектор-опосре-
дованный перенос нормальной ДНК может исправить 
метаболические дефекты в месте инъекции, но лече-
ние всего мозга требует широко распространенной 
доставки нормальных гена и/или белка. Современные 
методы требуют нескольких инъекций для широкого 
распространения вектора. Впрочем, некоторые век-
торы AAV могут транспортироваться по нейрональ-
ным путям, связанным с областью инъекции. Таким 
образом, таргетинг широко рассредоточенных систем 
в ЦНС может обеспечиваться путем рассеивания ге-
нов с ограниченного числа участков. Эта гипотеза 
была протестирована в вентральной тегментальной 
области (VTA), являющейся областью мезенцефалона 
с многочисленными эфферентными и афферентными 
проекциями [35]. Одна инъекция приводила к перено-
су генома вектора к участкам проекции в дистальных 
частях мозга. По сравнению с инъекциями в стриатум, 
инъекция VTA создавала более высокие уровни фер-
ментов во многих областях мозга. После инъекции VTA 
наиболее широко распространялся вектор серотипа 
AAV-9, тем не менее, наблюдалась транспортировка 
и других серотипов AAV-Rh.10 и AAV-1.

Существует несколько серотипов доступных аде-
ноассоциированных вирусов (AAV), каждый включает 
различные вирусные белки капсида и служит связу-
ющим звеном разных характеристик трансдукции 
в мозге [35, 36]. Некоторые серотипы AAV транспор-
тируются по нейрональным проекциям инъецирован-
ного ядра [35, 36]. Было выдвинуто предположение, 
что инъекция транспортируемого вектора в мульти-
проекционный регион мозга приведет к широкому 
распространению терапевтического гена, тем самым 
осуществляя эффекты терапевтической коррекции 
в большом объеме нервной ткани с помощью одной 
инъекции [37].

Чтобы проверить это, AAV вводили в вентральную 
тегментальную область (VTA), группу ядер с дивер-
гентными эфферентными и афферентными проек-
циями. Инъекции AAV-1, AAV-9, или AAV-Rh.10, экс-
прессирующих ДНК для лизосомального фермента – 
глюкоронидазы (GUSB), в результате переноса генома 
на дистальных проекционных участках VTA. Кроме 
того, некоторые лизосомальные ферменты сами по 
себе могут быть транспортированы по нейрональным 
путям, и это приводит к доставке ферментов даже на 
более дальние расстояния в мозге [38]. Таким образом, 
два транспортных механизма в состоянии работать 

синергетически, что заметно повышает эффект по-
тенциальной терапевтической коррекции с помощью 
одной инъекции [35, 39]. AAV-9 приводил к увели-
чению числа трансдуцированных клеток во многих 
проекционных участках VTA и более высоким уровням 
экспрессии ферментов в мозге. Проекции из стриа-
тума были менее обширны, чем из VTA, и инъекции 
того же объема AAV-9 в стриатуме перенесли мРНК 
только к стриатальным проекциям; гораздо меньше 
экспрессии фермента было выявлено при инъекции 
в стриатум по сравнению с инъекцией в VTA [35].

Чтобы проверить, в какой степени инъекция AAV 
в VTA может влиять на коррекцию патологии болезни, 
использовали мышиную модель заболевания лизосо-
мального хранения мукополисахаридоза VII (MPS VII), 
вызванного мутациями в гене GUSB. При однократной 
инъекции AAV-9 GUSB в VTA животных MPS VII в ре-
зультате коррекции лизосомального хранения во всех 
регионах мозга животные были обследованы через 2 
месяца после инъекции. 

В настоящее время установлено, что лечение с ис-
пользованием векторов AAV требует от 50 до 350 
инъекционных участков, чтобы достичь широкого 
распространения лизосомального фермента в мозге 
младенцев [40]. Для применения векторов в лечении 
метаболических расстройств должны быть разработа-
ны особые стратегии генной терапии, при которых те-
рапевтические ген или белок могут достичь всего мозга 
путем более ограниченного количества инъекций.

Лизосомальные ферменты транспортируются в не-
которых аксональных путях в результате коррекции 
патологии заболевания в дистальных участках инъек-
ции [38,39]. Однако области между инъецированным 
участком и дистальным участком доставки фермента 
посредством внутриклеточного транспорта по-преж-
нему имеют значительные лизосомальные хранилища 
[38], предполагая, что только ограниченный объем 
мозга может быть исправлен исключительно с помо-
щью фермента транспорта.

Некоторые векторные серотипы AAV являются 
посредниками при переносе генома в ретроградном 
направлении [35]. Векторный транспорт AAV-9 при-
водит к увеличению распределения ферментов GUSB 
[36] по сравнению с исследованиями, в которых вектор 
не был транспортирован [35].

В ранних исследованиях применяли транспортные 
возможности AAV для достижения более широкого 
распространения вирусных векторов и ферментов 
[37, 38]. В таком случае предполагалось, что инъекция 
транспортируемого вектора в область с несколькими 
разнонаправленными проекциями может организо-
вать транспорт вдоль этих проекций для распределе-
ния терапевтического гена в большем объеме мозга 
[39, 40]. VTA был выбран потому, что имеет ретро- 
и антероградные проекции к большинству областей 
мозга. Данные о ретроградных [41] и антероградных 
[42, 43] мишенях VTA свидетельствуют, что большин-
ство проекционных областей является реципрокным. 
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Отчасти по этой причине было невозможно оконча-
тельно определить, в каком направлении осуществ-
лялся транспорт. Однако инъекция AAV-1 или AAV-9 
привела к идентификации вектор-положительных 
клеток в антероградных мишенях VTA в большей 
степени, чем при инъекции AAV-Rh.10 [37]. К тому 
же паттерн экспрессии вектор-положительных клеток 
после инъекции AAV-9 или AAV-1, похоже, соответ-
ствует антероградным паттернам [43], предполагая, 
что антероградный транспорт может способствовать 
наблюдаемому распределению. Нахождение вектора 
мРНК в телах клеток в области стриатарной антерог-
радной проекции интересно, поскольку в антероград-
ном направлении вектор свободно транспортируется 
и принимается местными клетками в составе анте-
роградной проекции [41, 43]. Необходимы дополни-
тельные исследования для определения механизма, 
в результате которого это происходит.

Особенности транспортировки генома вектора 
в дистальные нейроны пока не ясны. Знание скоро-
сти, с которой происходит транспортировка, может 
обеспечить понимание потенциальных механизмов 
использующих вектор [42]. При вхождении вектора 
AAV в клетку первым этапом становится избавление 
от оболочки для раскрытия генома AAV, после чего 
происходит повторный синтез ДНК вируса. Обнаруже-
ние мРНК в транс-индуцированных клетках – процесс, 
занимающий от нескольких дней до недели – зависит 
от используемого серотипа [44]. Ковалентное маркиро-
вание цианином-3 (Cy3) AAV векторов обеспечивает 
надежный способ отслеживания местоположения ви-
рионов AAV в ранние периоды времени после инъ-
екции [45]. Маркированный вектор Cy3 переносился 
к мишеням проекционных областей между 1 и 24 ч 
после инъекции. Частицы, маркированные Cy3, иден-
тифицировались вне ядра в дистальных телах клеток, 
что может быть связано с задержкой, необходимой для 
ввода генетического материала в ядро [46].

Результаты генетического таргетинга Cy3 показали, 
что в течение 1 месяца мРНК определялись в большин-
стве регионов, тем не менее, сигнал Cy3 был выявлен не 
во всех проекционных зонах VTA, в частности GUSB 
мРНКне идентифицировался в миндалине [37]. Отсут-
ствие сигнала на некоторых проекционных участках 
может отражать порог обнаружения частиц. В каче-
стве альтернативной гипотезы можно предположить: 
поскольку механизм транспорта для этого вектора 
неизвестен, транспортировка вектора может занять 
больше времени в одних регионах, чем в других.

Частицы, маркированные Cy3, были обнаружены 
в коре, где в течение 1 месяца после инъекции не были 
выявлены мРНК [45]. Присутствие маркированных 
частиц вектора Cy3 в дистальных сайтах поддержива-
ет идею о том, что транспортируется сам вектор, а не 
GUSB мРНК [46]. Таким образом, распространение 
в течение 24 часов после инъекции, допускает, что дей-
ствует быстрый аксональный транспорт, при участии 
микротрубочек и других компонентов цитоскелета. 

Векторы AAV, включая AAV-Rh.10, как было показано, 
связываются с микротрубочками, опосредованно взаи-
модействуя с динеином, чтобы облегчить проникнове-
ние в ядро [47]. Возможно, что ретроградный и антеро-
градный аксональный транспорт векторов AAV также 
микротрубочко-зависимые процессы, осуществляемые 
с помощью молекулярных двигателей кинезина, ко-
торый движется в антероградном направлении, или 
MAP-1C (микротрубо-ассоциированный белок 1С), 
который движется в ретроградном направлении [48].

Вектор AAV-9 был транспортирован в проекци-
онные участки VTA и стриатум в разных количествах 
[47]. Это, вероятно, связано с особенностями проеци-
рования в различные регионы VTA или стриатума или 
может быть обусловлено другими ограничениями на 
транспортировку, в частности, инъекционным обла-
стям может потребоваться минимальное количество 
проекционных волокон для обнаружения векторного 
транспорта. Два региона, которые получили несколь-
ко клеток от инъекции VTA, включают лобную кору 
и глубокие мозжечковые ядра, и эти регионы, как было 
установлено, имеют меньше проекционных волокон, 
чем другие регионы, такие как хабенула или спинной 
шов [43].

Способность фермента GUSB транспортироваться 
по нейрональным проекциям увеличивает потен-
циальное расстояние ферментативной коррекции 
от места инъекции [37]. Тем не менее по-прежнему 
существуют ограничения в степени коррекции, по-
тому что фермент GUSB, как полагают, переносит 
только прямые проекции синтеза ферментов клет-
кой. Пределы распространения ферментов в мозге 
очевидны после инъекции в стриатум, который не 
имеет обширных дистальных или контралатераль-
ных проекций [41]. Инъекция вектора в этот регион 
вызывала перенос вирусного генома в проекционные 
области, но поскольку данные проекции не являются 
длинноаксонными, уровни ферментов, в результа-
те, были высокими только вблизи места инъекции. 
Инъекция в область с широко распространенными 
проекциями, такими как VTA, позволяет транспор-
тироваться AAV вектору в дистальные проекционные 
участки VTA, где клетки могли осуществлять синтез 
фермента, который дополнительно транспортиро-
вался к проекционным участкам этих клеток, что 
в конечном результате привело к распределению фер-
ментов GUSB по всему мозгу после одной инъекции 
небольшого объема [40].

Таким образом, мышь с синдромом MPS VII пред-
ставляет эффективную модельную систему, в которой 
тестируются векторы генной терапии. Фенотип мыши 
во многом соответствует таковому при болезни чело-
века [49]. Анализ результатов инъекций в VTA с AAV-
9 GUSB животным синдромом MPS VII через 2 месяца 
показал, что уровни лизосомальных ферментов не 
отличались от контрольных мышей во всех областях 
мозга. В этих экспериментах в мозг мыши (массой 
около 400 мг) вводили 1 мкл вектора; для сравнения, 
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мозг годовалого ребенка (массой 800 г) потребует 
инъекции 2 мл для пропорционального распределения 
вектора. Не исключено также, что инъекции менее  
1 мкл было бы достаточно для транспортировки век-
тора и экспрессируемых им ферментов, которые были 
обнаружены в ходе эксперимента. Лечение генети-
ческих нарушений ЦНС все еще затруднено из-за 
инвазивного характера требуемых методов лечения. 
Ориентируясь на те отделы мозга, которые имеют 
обширные проекции, можно увеличить рассеивание 
транспортируемых векторов AAV от ограниченного 
числа инъекций.

Использование энхансерных аденовирусных векторов  
на модели Danio rerio

На протяжении многих лет для оценки векторов 
генной терапии был установлен широкий спектр мо-
дельных организмов. В этом смысле использование 
рыб в качестве модельного организма по сравнению 
с мышами имеет ряд преимуществ. В частности, рыбам 
небольших размеров во взрослом состоянии требуется 
меньше места для обслуживания, облегчаются манипу-
ляции, и появляется возможность работы с большим 
числом животных по более низкой цене [11, 14]. Дру-
гим преимуществом является воспроизводство рыб. 
Каждая пара Danio rerio может производить сотни яиц 
в неделю, которые могут быть оплодотворены извне 
с последующим независимым от матери эмбриональ-
ным развитием. Это позволяет анализировать ранние 
этапы эмбрионального развития и последующие ста-
дии онтогенеза на протяжении всего процесса. Эмбри-
ональное и постэмбриональное развитие рыб проис-
ходит довольно быстро, предоставляя возможности 
обнаружения любой аномалии в течение нескольких 
дней [50]. При этом генетические аномалии, такие 
как нокауты и нокдауны Danio rerio легко получить, 
и около 70% генов кодирования белка человека, свя-
занных с болезнями, имеют эквивалентный ген в Danio 
rerio, что позволяет ученым изучить болезни человека 
в больших масштабах [51].

Исследование трансдукции векторов первого по-
коления и HC-Ad репортерного гена люциферазы 
в эмбрионах Danio rerio показало, что векторы E1/
Е3 и HC-Ad (Ad-EGFP и HCA-EGFP, соответственно) 
разработаны с тем же промотором и капсидом, и та-
ким образом, следует ожидать эквивалентные уровни 
экспрессии этих генов [11]. Несмотря на то, что генный 
тропизм был сходным, количество трансдуцирован-
ных особей статистически достоверно отличалось 
(р <0,05). Подобная изменчивость была обусловлена 
различными концентрациями для каждого вектора. 
Микроинъектор, с помощью которого осуществляли 
подачу вектора, работал с фиксированным давлением, 
но не с фиксированным объемом. Кроме того, необхо-
димо учитывать, что интенсивность экспрессии GFP 
в трансдуцированных клетках могла повлиять на геном 
вектора. Сильные вирусные энхансеры, присутству-
ющие в векторах E1/E3, могут усиливать экспрессию 

трансгена в отличие от векторов HC-Ad. Более сильная 
экспрессия в инфицированных клетках с Ad-EGFP 
может облегчить визуализацию в флуоресцентном 
микроскопе, способствуя восприятию более высокой 
скорости трансдукции [11]. 

Результаты исследования летальности не показали 
отличий между обработкой различными типами век-
торов, выживаемость рыб составила более 80%. В этих 
наблюдениях была исключена острая токсичность, 
наступающая в результате инфекции при введении 
вирусных генов. E1/E3-удаленные векторы сохранили 
большинство вирусных генов в составе генома, в от-
личие от HC-Ads. Хотя транскрипция этих генов была 
активирована E1A, остаточная экспрессия описана 
в отсутствии области E1 в клетках млекопитающих. 
Поэтому в рамках экспериментальных условий клетки, 
инфицированные Ad-EGFP, могут экспрессировать 
аденовирусные белки, а  также большее количест-
во зеленого флюоресцентного белка (GFP), по срав-
нению с HCA-EGFP. Оба элемента могут поставить 
под угрозу жизнеспособность трансдуцированных 
клеток. Хотя они не оказали заметного влияния на 
раннее развитие эмбрионов Danio rerio, сценарий был 
совершенно иным, когда выживание исследовалось 
в долгосрочной перспективе. Увеличение смертности 
при этом наблюдалось после 72 л.с. Это было связано 
с изменениями окружающей среды и тем, что Danio 
rerio обладают высоким репродуктивным уровнем, 
поэтому можно было бы ожидать, что индивидуаль-
ное выживание эмбрионов будет снижаться. Одна-
ко все особи, обработанные Ad-EGFP, погибали до 
11 dpi и демонстрировали более апатичное поведение 
с медленными движениями, становясь легкодоступ-
ными для отлова. В отличие от этого, более 30% рыб 
с экспрессией HCA-EGFP, при наблюдении в течение 
35 дней характеризовались нормальным поведением. 
Для таких отличий были установлены потенциальные 
причины. Вполне возможно, что высокий уровень 
экспрессии GFP в клетках, инфицированных Ad-EGFP, 
вызывал накопительную токсичность в клетках, что не 
было очевидно в течение первых 72 л.с. [52]. Теорети-
чески, участие клеточной иммунной реакции против 
GFP или вирусных эпитопов, экспрессируемых клет-
ками, маловероятны, учитывая, что инъекция была 
выполнена при 48 л.с., когда эмбрионы имеют незре-
лую иммунную систему [53]. Тем не менее не исклю-
чена возможность того, что иммунная толерантность 
не была полностью установлена в условиях анализа, 
и сохранение антигенной экспрессии вызвало поздние 
иммунные реакции [54]. В этом отношении основным 
отличием между клетками, инфицированными HCA-
EGFP и Ad-EGFP, оказалось наличие аденовирусных 
антигенов в последнем, которые были описаны как 
отличная цель для цитотоксических реакций у мле-
копитающих [55]. Таким образом, накопительная 
клеточная токсичность, вызываемая вирусными бел-
ками, и/или высокая экспрессия GFP была наиболее 
вероятным объяснением снижения выживаемости 
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данио, инфицированных Ad-EGFP, хотя не исключе-
ны иммунные реакции против остаточной вирусной 
экспрессии генов.

Наконец, что касается поддержания экспрессии 
трансгена вектором HC-Ad, установлен флуоресцент-
ный мониторинг до 32 дней. То есть для клинического 
применения повторные введения должны быть при-
мерно в этот период времени, предполагая аналогич-
ные показатели репликации клеток в области интереса 
[32]. Тем не менее другие исследования на грызунах 
и  других млекопитающих показали долгосрочные 
экспрессии в течение одного года [25]. Вероятно, это 
связано с более высокой клеточной скоростью репли-
кации у эмбрионов по сравнению со взрослым чело-
веком, у которого наблюдается эффект «разбавления 
трансгенов». Установлено, что потеря экспрессии соот-
ветствует второй половине эмбрионального перехода 
от личинки в ювенильную стадию (которая прошла 
через три дня после оплодотворения, примерно до 30 
дней после оплодотворения), период, когда они также 
значительно увеличились в размерах и морфологии, 
поддерживает это объяснение [11].

Аденорецепторы и их аналоги для доставки аденовирусных 
векторов в клетки рыб

Проводились исследования с оценкой эффектив-
ности аденовирусных векторов для доставки генов 
в клетки рыб как in vitro, так и in vivo. В этих работах 
использовались переносчики аденовируса человека 
серотипа 5 (Ad), которые применяются в клинических 
испытаниях на человеке, но не были оценены для до-
ставки генов в клетки рыб [14], так как на сегодняшний 
день еще мало известно о вирусных рецепторах в клет-
ках рыб, в частности аденорецепторах Ad (Ad5Luc1) 
и Ad (Ad5LucRGD) с природным тропизмом к рецепто-
ру аденовируса Коксаки (CAR). Экспрессия гена была 
обнаружена в клеточных линиях с помощью обоих 
векторов [56]. Предполагается, что эти клетки обла-
дают гомологом CAR, который является связующим 
звеном прикрепления Ad, похожим на аналог этого 
рецептора в клетках млекопитающих. В  этих исследо-
ваниях использовали несколько методов доставки гена 
in vivo, со значительной экспрессией, через внутримы-
шечную инъекцию, хотя эффективность инфекции 
была сравнительно низкой. Таким образом, было уста-
новлено, что некоторые клеточные линии костистых 
рыб способны к трансдукции аденовирусного вектора, 
и одна клеточная линия экспрессировала человеческий 
серотип гомолога аденовирусного рецептора, спо-
собствующего AdV инфекции. Исследования in vivo 
показали, что мышцы радужной форели могут быть 
заражены Ad векторами, предлагая стратегию аль-
тернативной доставки генов для этого животного [19]. 

Исследования в области генной терапии были ас-
социированы с резким увеличением диапазона стра-
тегий доставки генов, доступных для достижения 
трансдукции in vivo [28, 50, 51]. Среди используемых 
векторных стратегий рекомбинантные, репликационно 

некомпетентные аденовирусы (Ad) в настоящее время 
являются преобладающими векторными агентами, 
оцениваемыми в клинических испытаниях [27]. Пре-
обладание Ad в этой обстановке служит прямым след-
ствием относительно более высоких уровней доставки 
генов, достижимых с этим агентом по сравнению с дру-
гими системами. Кроме того, векторы Ad могут быть 
легко произведены в высоком титре, имеют удобный 
трансген емкости упаковки и, как правило, оказыва-
ются безопасными в испытаниях.

Аденовирусы, как известно, заражают все классы 
позвоночных и, как установлено, считаются отно-
сительно непатогенными для низших позвоночных 
[9, 11-14, 19]. Таким образом, эти агенты могут очень 
подходить для передачи генов в клетки рыб при вак-
цинации или в других экспериментальных исследо-
ваниях, где есть интерес к экспрессии конкретных 
генов [57]. Кроме того, в последнее время было много 
технологических достижений в разработке векторов 
Ad, в частности в отношении генетически модифи-
цированного тропизма, который может значитель-
но улучшить инфекционность базового вектора [58].

Простое и эффективное средство доставки гене-
тического материала в клетки и живые организмы 
является ценным активом для исследований, связан-
ных с регулируемой экспрессией определенных генных 
продуктов, доставкой вакцин и генным таргетингом. 
В настоящее время клеточная трансдукция в клетки 
костистых рыб проводится, как правило, с помощью 
решений ионной проницаемости и электропорации 
в клеточной культуре и посредством прямого кон-
такта с плазмидной ДНК животных [58]. Результаты 
проведенных исследований показали потенциальные 
преимущества применения вирусных векторов для пе-
реноса в клетки рыб как in vitro, так и in vivo с экспрес-
сией интересующего гена. Тем не менее эффективность 
трансдукции in vivo оказалась гораздо меньше, чем для 
этих же переносчиков у лабораторных штаммов крыс 
и мышей [59].

Аденовирусные векторы в испытаниях на людях 
содержат природный рецептор-связывающий домен, 
который направляет прикрепление вируса к  CAR 
на поверхности клетки [58]. После первичной при-
вязки вирион далее опосредуется через взаимодей-
ствие между мотивами аргинилглициласпарагино-
вой кислоты (RGD-мотивами) в пентонном белке 
в основании волокна и клеточных интегринах [60]. 
В отсутствие CAR эти вирусы, как считают, могут 
использовать RGD-интегриновое взаимодействие 
в качестве средства первичного связывания, хотя 
и менее эффективно, чем с CAR [61]. В исследовани-
ях с привлечением различных установленных линий 
клеток человека, первичных линий и опухолевого 
материала человека, было установлено, что опре-
деленные ткани являются рефрактерными для ин-
фекции Ad из-за дефицита CAR [62]. Как более ши-
роко экспрессируемые интегрины, эффективность 
трансдукции многих из этих клеток была улучшена 
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с использованием тропизм-модифицированных век-
торов, в которых интегрин-связывание RGD мотива 
был генетически включен в высокодоступный HI-
цикл области домена ручки [63]. Эти модифициро-
ванные векторы, как ожидается, будут востребованы 
в испытаниях на человеке очень скоро. В настоящее 
время ничего не известно об экспрессии CAR в клет-
ках рыб, но предполагается, что, если CAR (или его 
гомолог) присутствовали на некоторых клеточных 
линиях, вполне вероятно, что интегрины будут более 
широко экспрессироваться. Результаты исследова-
ний in vitro подтвердили эту гипотезу, потому что 
большинство линий было более легко инфицировано 
RGD-модифицированными векторами; однако in vivo 
не было выявлено значительного улучшения экспрес-
сии с вектором RGD [61]. Причина этого отсутствия 
эффективности in vivo требует дальнейшего изучения. 
Учитывая вышесказанное и результаты анализов на 
основе обнаружения экспрессии генов, активность 
промотора CMV выглядит проблематично [64]. Тем не 
менее результаты in vitro свидетельствуют о том, что 
промотор был активен в клетках рыб, и ранее было 
показано, что основанные на CMV промоторе векторы 
достигли экспрессии генов in vivo у рыб при доставке 
в виде плазмид с использованием внутримышечных 
инъекций и/или генной пушки [65]. 

Еще одним фактором может быть температура. 
Хотя предпринимались попытки решить эту проблему, 
некоторые исследования дали отрицательные резуль-
таты из-за плохой жизнеспособности клеточных ли-
ний при температурах, необходимых для поддержания 
жизнеспособности живых рыб. Исследование вируса 
Семлики для доставки генов в клетки рыб в культуре 
показало гораздо меньшую эффективность при низких 
температурах [66]. Вполне возможно, что в недавно об-
наруженный Ad белого осетра Acipenser transmontanus 
[26] может быть адаптирован как более эффективный 
вектор для решения этих задач.

Одним из самых интересных результатов было от-
крытие функционального гомолога CAR в клетках рыб, 
в первую очередь на клеточной линии лосося CHSE-
214. На сегодняшний день CAR человека и  мыши 
(hCAR и mCAR, соответственно) были клонированы 
и охарактеризованы [67]. CAR относится к иммуногло-
булину (Ig) суперсемейства рецепторов, и описанные 
версии обладают двумя внеклеточными Ig-подобными 
доменами. В настоящее время нормальная функция 
CAR неизвестна. Усилия по созданию CAR-нокаутных 
мышей до сих пор не увенчались успехом, предполагая, 
что CAR может регулировать некоторые критические 
функции в эмбриогенезе. Вызывают интерес некото-
рые данные, свидетельствующие о том, что потеря CAR 
у опухолевых клеток связана с формированием более 
злокачественного фенотипа [68]. Если существование 
CAR-подобных молекул у рыб (pCAR) будет подтвер-
ждено, это может стать еще одним доказательством 
того, что критически важные функции требуют эво-
люционного сохранения.

Несмотря на возможность использования реком-
бинантных Ad векторов для трансдукции в клетки рыб 
в культуре, применение человеческого серотипа Ad 
для доставки генов в живых рыб в настоящее время не 
практично. Перенос Ad векторов может быть полезен 
для специфической экспрессии в мышцах, или если до-
ставка по этому пути имеет некоторые преимущества 
экспрессии, например, для вакцин. Тем не менее эти 
результаты показывают, что гены могут быть достав-
лены и экспрессируются с помощью рекомбинантного 
Ad вектора, при 37˚C в клетки рыб, при условиях, не-
обходимых для инфицирования человека. Показано, 
что виды Ad, недавно изолированные в клетках рыб, 
не вызывают какого-либо патогенеза у молоди белого 
осетра, что позволяет относительно просто отсле-
живать развитие Ad вектора человека в клетках рыб 
[26-28]. Это дает возможность для манипулирования 
вирусной привязкой или реинжинирингом естест-
венных Ad рыбы стратегией массовой иммунизации. 
Таким образом, возможна разработка для трансдукции 
путем погружения или некоторыми аналогичными 
средствами.

Заключение

Результаты исследований последних лет показали, 
что использование новых модельных объектов на 
животных, и в частности рыбах, способствует разви-
тию трансгенных технологий и способно обеспечить 
новые подходы для лечения некоторых заболеваний 
ЦНС, а также в  генной и клеточной терапии. Вы-
шеприведенные результаты говорят о  возможно-
сти применения Ad векторов для заражения клеток 
костистых рыб в условиях культуры и с помощью 
прямых инъекций в мышцу рыб. Данный метод ге-
нетической трансдукции является функциональным, 
тем не менее, в дальнейшем необходимо разрешить 
несколько вопросов, касающихся модификации ви-
руса для того, чтобы метод стал практическим сред-
ством доставки и экспрессии генов в живых рыб. 
Простое и  эффективное средство доставки гене-
тического материала в клетки и живые организмы 
станет ценным активом для исследований, связанных 
с регулируемой экспрессией определенных генных 
продуктов, доставкой вакцин и генным таргетингом. 
В настоящее время клеточная трансдукция в клетки 
костистых рыб проводится, как правило, посред-
ством решений ионной проницаемости и электро-
порации в клеточной культуре и с использованием 
прямого контакта с  плазмидной ДНК животных. 
Результаты проведенных исследований указывают 
на потенциальные преимущества вирусных векторов 
для переноса в клетки рыб как in vitro, так и in vivo 
с экспрессией интересующего гена, что дает возмож-
ность для манипулирования вирусной привязкой 
или реинжинирингом естественных стратегией мас-
совой иммунизации. Таким образом, перспективна 
разработка для трансдукции путем погружения или 
другими аналогичными средствами.
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