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Целью данной работы было исследование возможности трансдукции рекомби-
нантного аденоассоциированного вирусного вектора гиппокампа млекопитаю-
щих (rAAV) в клетки мозжечка годовалой молоди кеты (Oncorhynchus keta) через
месяц после интрапаренхиматозной инъекции. Введение 0.2 мкл rAAV в дорсаль-
ную область тела мозжечка молоди кеты сопровождалось мониторингом состоя-
ния рыб и последующим исследованием мозжечка с помощью флюоресцентной
микроскопии. Полученные нами результаты демонстрируют, что rAAV способен
эффективно инфицировать клетки мозжечка молоди кеты. Средний размер
трансдуцированных клеток составлял 5 и 7 мкм. При трансдукции rAAV в струк-
туры мозжечка было установлено, что наибольшая концентрация клеток харак-
терна для центральной части инъекции и по мере удаления от нее диффузно сни-
жается. На периферии инъекции находится большое число GFP-позитивных
гранул, что свидетельствует о начале деградации клеток в ходе иммунного ответа.
Результаты исследования демонстрируют, что rAAV способен трансдуцировать
субпопуляции клеток, удаленные от зоны инъекции, это предполагает его рас-
пространение с помощью диффузии, а также внутриклеточного транспорта.
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Встраивание нового гена для восстановления дикого типа (добавление гена),
коррекция измененного генома (редактирование гена) и ингибирование/инакти-
вация мутантного гена является одним из перспективных методов при лечении за-
болеваний ЦНС [1, 2]. Рекомбинантный аденоассоциированный вирус (rAAV) рас-
сматривается как перспективный вектор в генной терапии человека [3]. Он спосо-
бен инфицировать постмитотические клетки, обеспечивая простую и безопасную
доставку генов в ЦНС [4, 5]. rAAV – непатогенный вирус с одноцепочечной ДНК,
лишенный оболочки, который не может осуществлять автономную репликацию
или завершение своего жизненного цикла без аденовируса [6, 7]. rAAV трансдуци-
рует клетки, преодолев три физиологических барьера: плазматическую мембрану,
эндосомальную мембрану и ядерную оболочку [8]. Вирусные частицы попадают в
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ядро в течение 20 ч, накапливаясь преимущественно в перинуклеарном компарт-
менте [9]. Было показано, что rAAV осуществляют эффективную и стабильную кле-
точную трансдукцию без возникновения немедленного иммунного ответа или ин-
дукции цитотоксичности [10, 11]. Поскольку они считаются непатогенными, это
снизило требования к уровню биобезопасности при работе с rAAV по сравнению с
другими популярными вирусными векторными системами [12].

Помимо разработки терапевтических методов, вирусы бешенства, простого герпе-
са, лентивирусы и rAAV успешно используются нейробиологами при визуализации
нервных цепей in vivo [10, 13]. Длительная трансдукция rAAV может наблюдаться че-
рез месяцы и годы после первичной инъекции в ЦНС [14, 15]. У приматов экспрес-
сия генов в постмитотических клетках сохранялась более 6 лет [16]. Нативная флуо-
ресценция при инъекции rAAV не требует обязательного дополнительного гистохи-
мического окрашивания и позволяет получить статичное или динамическое
изображение из зоны инъекции [17, 18]. Другое преимущество rAAV-опосредованной
экспрессии флуоресцентного белка заключается в том, что инфицированные клеточ-
ные тела полностью маркируются. Это позволяет точно определить место инъекции
и проанализировать, какие типы нейронов имеют проекции аксонов [14]. rAAV могут
инфицировать постмитотические клетки, такие как нейроны, что ускорило развитие
новых методов манипуляции и реконструкции нервных цепей in vivo [10, 13]. В даль-
нейшем использование rAAV может расширить наши знания о картировании путей
нейронов в интактной и поврежденной ЦНС млекопитающих [19].

В настоящее время активно исследуется трансдукция rAAV в клетки мозга мле-
копитающих и самым распространенным модельным объектом является мышь
(Mus musculus) [20]. Но, как было показано при оценке токсичности, даже такой
классический объект исследований имеет некоторые отличия от метаболизма че-
ловека [20]. Костистые рыбы используются в качестве модельных животных in vivo
в различных областях молекулярной генетики, таких как биология развития [21] и
нейробиология [22, 23]. Введение аденовирусных векторов в их мозг способствует
генетическому анализу функций нервных клеток и нейронов в составе отдельных
нервных цепей [24]. Несмотря на столь перспективное направление, на сегодняш-
ний день существует не так много исследований, демонстрирующих, что человече-
ский rAAV может инфицировать нервные клетки в мозге костистых рыб [24]. Та-
ким образом, молодь кеты может рассматриваться в качестве модельного объекта
для оценки свойств аденовирусных векторов в доклинических исследованиях.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Эксперимент проводили на 10 годовалых особях молоди кеты с длиной тела 11–
12.5 см и массой 25–35 г. Животные были получены с Рязановского эксперимен-
тального производственного рыбоводного завода в 2019 г. Все экспериментальные
манипуляции были проведены в соответствии с правилами, регулируемыми уста-
вом Национального научного центра морской биологии им. А.В. Жирмунского
ДВО РАН и Этической комиссией, регламентирующей гуманное обращение с экс-
периментальными животными. Кету содержали в аквариуме с аэрируемой мор-
ской водой при температуре 16–17°C, с одноразовым кормлением за сутки. Соот-
ношение освещенного и темнового периодов в сутках составляло 14/10 ч. Содержа-
ние растворенного кислорода в воде составляло 7–10 мг/дм3, что соответствует
нормальному насыщению. Для выявления трансдукции клеток использовали
rAAV, который кодирует ген зеленого флуоресцентного белка (GFP). В большин-
стве клинических исследований ЦНС векторы rAAV вводят путем интрапаренхи-
матозной инъекции [25, 26]. Мы осуществляли введение rAAV при долговременной
экспозиции в течение месяца путем интрапаренхиматозной инъекции в дорсаль-
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ную область тела мозжечка. Животные были разделены на две группы. Рыбам в
контрольной группе (n = 5) был введен в мозжечок 0.2 мкл раствора 0.1 М фосфат-
ного буфера (pH 7.2), экспериментальной группе вводили 0.2 мкл rAAV (n = 5). Во
всех контрольных экспериментах GFP-позитивная реакция отсутствовала.

Сразу после инъекции животных выпускали в аквариум с морской водой для их
восстановления и дальнейшего мониторинга. После инъекции двигательная ак-
тивность рыб существенно повышалась: они выпрыгивали из воды и совершали
вращательные движения. Далее рыбы были анестезированы в растворе трикаин
метансульфоната MS-222 (Sigma-Aldrich, США) в течение 10–15 мин при комнат-
ной температуре. Животные выводились из эксперимента и подвергались эвтана-
зии методом быстрой декапитации. После анестезии внутричерепную полость
обездвиженного животного префиксировали с помощью шприца 4%-ным раство-
ром параформальдегида, приготовленным на 0.1 М фосфатном буфере (pH 7.2).
После префиксации мозг извлекали из полости черепа и фиксировали в 4%-ом
растворе параформальдегида в течение двух часов при 4°C. Затем в течение двух су-
ток выдерживали в 30%-ном растворе сахарозы при 4°C (с семикратной сменой
раствора). Серийные фронтальные срезы мозга толщиной 50 мкм изготавливали на
замораживающем микротоме Cryo-star HM 560 МВ (Carl Zeiss, Германия). Для ис-
следования каждый третий фронтальный срез мозжечка помещали на предметное
стекло и заключали в глицерин.

Визуализация экспрессии GFP была проведена на микроскопе Axiovert 200-M
(Carl Zeiss, Германия) в режиме флюоресц. с использованием зеленого светофиль-
тра (488 нм). Измерения проводили в 5 случайно выбранных микроскопических
полях для каждой области исследования. Микрофотографии препаратов получали
с помощью цифровой камеры Axiovert 200. Обработку полученных данных прово-
дили с использованием программы AxioVision и в графическом редакторе Corel
Photo-Paint 12. Количественную обработку полученных результатов выполняли с
использованием программных пакетов Statistica 12 и Microsoft Excel 2010. Все дан-
ные представлены в виде: среднее ± стандартное отклонение (M ± SD).

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

GFP полностью заполняет тела инфицированных rAAV клеток [19] и, демон-
стрируя интенсивную флуоресценцию, позволяет точно определить область инъ-
екции. В мозжечке молоди кеты контрольной группы экспрессия GFP не была вы-
явлена (рис. 1A).

Результаты проведенного исследования показывают, что rAAV векторы способ-
ны опосредовать эффективную трансдукцию клеток в мозжечке при интрапаренхима-
тозной инъекции. Подавляющее большинство GFP+ клеток во всех зонах мозжечка
имели размер 4–5 мкм (табл. 1). Встречались единичные крупные GFP+ клетки, раз-
мером 7 мкм (табл. 1).

Через месяц после введения rAAV в дорсальную область тела мозжечка в месте
инъекции было выявлено максимальное число GFP+ клеток (рис. 1C, 1D). Площадь
их распределения составляла 53.5 ± 4.7 мкм2 в ростральной части и 25.3 ± 2.3 мкм2 в
каудальной части мозжечка (рис. 2A).

Трансдуцированные клетки формировали крупное скопление с равномерным
распределением по всей области инъекции, как в молекулярном, так и в грануляр-
ном слоях, что свидетельствует об обширном повреждении тканей.

С помощью фазового контраста было показано, что область инъекции содержит
темные включения, которые, очевидно, соответствуют GFP+ клеткам (рис. 1C).
При трансдукции rAAV в структуры мозжечка наибольшая концентрация клеток
наблюдалась в центральной части инъекции и по мере удаления от нее диффузно
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Рис. 1. Распределение зеленого флуоресцентного белка (GFP) в мозжечке молоди кеты. A – общий вид
контрольного среза при введении фосфатного буфера; B – область инъекции через месяц после введе-
ния rAAV, флюоресценция. Белой стрелкой обозначено место инъекции rAAV, серыми стрелками обо-
значены GFP+ клетки, черными – GFP+ гранулы; C – микрофотография области введения rAAV в ре-
жиме фазового контраста, серыми стрелками обозначены GFP+ клетки, черными – GFP+ гранулы; D – со-
отношение GFP+ клеток после введения rAAV, 1 – инъекция в ростральной части мозжечка, 2 –
инъекция в каудальной части, 3 – латеральная зона, 4 – базальная зона. Ml – молекулярный слой, Grl –
гранулярный слой, Dz – дорсальная зона, Lz – латеральная зона, Bz – базальная зона.
Fig. 1. Distribution of green fluorescent protein (GFP) in the cerebellum of juvenile O. keta. A – general view of a
control slice with the introduction of phosphate buffer; B – injection area one month after the introduction of
rAAV, f luorescence. The white arrow indicates the injection site of rAAV, the gray arrows indicate GFP+ cells,
the black arrows indicate GFP+ granules; C – microphotography of the rAAV injection area in the phase contrast
mode, gray arrows indicate GFP+ cells, black arrows indicate GFP+ granules; D – ratio of GFP+ cells after
rAAV administration, 1 – injection in the rostral part of cerebellum, 2 – injection in the caudal part of cerebellum,
3 – lateral zone, 4 – basal zone. Ml – molecular layer, Grl – granular layer, Dz – dorsal zone, Lz– lateral zone,
Bz – basal zone.
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снижалась. Помимо GFP+ клеток на периферии области инъекции были располо-
жены менее интенсивно маркированные GFP+ гранулы. Их размеры приведены в
таблице. Максимальное число GFP+ клеток находилось в ростральной части и по-
степенно снижалось в каудальной части мозжечка. В ростральной и каудальной ча-
стях мозжечка число гранул было сходным (рис. 2B). Наши результаты демонстри-
руют, что rAAV не распространяется равномерно по всему мозжечку, но встраива-
ется в области, удаленные от зоны инъекции. Так, в небольшом количестве были
выявлены отдельные GFP+ клетки в молекулярном слое латеральной и базальной
зон. Доля GFP+ клеток составляла не более 7.5%.
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Рис. 2. A – Распределение GFP+ клеток, показана площадь инъекции (мм2) через месяц после введения
rAAV; B – соотношение распределения GFP+ клеток и GFP+ гранул. Белые столбцы обозначают ро-
стральную часть, серые столбцы – каудальную (n = 5 в каждой группе).
Fig. 2. A – Distribution of GFP+ cells, shows the injection area (mm2) one month after the introduction of
rAAV; B – the ratio of the distribution of GFP+ cells and GFP+ granules. White columns indicate the rostral
part, gray columns indicate the caudal part (n = 5 in each group).
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ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

При планировании эксперимента с введением вектора необходимо, чтобы про-
шло достаточно времени для достижения видимой экспрессии генов. Было показа-
но, что две недели после инъекции в мозг мыши – достаточный срок для трансдук-
ции нейронов, определяемой по интенсивной флюоресц. их тел и выявлению ак-
сонов [19]. При удалении от зоны инъекции было установлено большое число
гранул, что может свидетельствовать о начале деградации клеток в ходе иммунного

Таблица 1. Морфометрические параметры* клеток (M ± SD) мозжечка молоди кеты O. keta
через месяц после введения rAAV
Table 1. Morphometric parameters * of cells (M ± SD) of the cerebellum of juvenile chum O. keta one
month after the introduction of rAAV

* – большой и малый диаметр клеток. Размеры клеток приведены как средние значения их большого и
малого диаметров, указанные через косую черту.
* – large and small diameter of cells. Cell sizes are given as average values of their large and small diameters, indi-
cated through a slash.

Область инъекции
Injection area

Дорсальная зона 
Dorsal zone

Латеральная зона 
Lateral zone

Базальная зона 
Basal area

Клетки молекулярного слоя 5 ± 0.5/4.3 ± 0.4 5.1 ± 0.4/4.4 ± 0.6 5.3 ± 0.3/4.8 ± 0.5 5.1 ± 0.1/5 ± 0.1

Molecular layer cells 8.2 ± 0.9/7.1 ± 0.5 8 ± 0.5/6.4 ± 0.5 7.6 ± 0.6/6.2 ± 0.3 7.5 ± 0.5/6.7 ± 0.5

Клетки гранулярного слоя
Granular layer cells 5.1 ± 0.3/4.3 ± 0.2 – – –

Гранулы
Granules 2 ± 0.1/2.1 ± 0. 1 – – –
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ответа. С другой стороны, такой паттерн распределения вирусных частиц может
свидетельствовать о диффузном способе их распространения. После вирусной
трансдукции и начала экспрессии трансгена, иммунный ответ может привести к
очистке трансдуцированных клеток с последующей потерей экспрессии генов и
развитием воспаления в ЦНС [3]. При введении серотипа AAV-9 или GFP в стриа-
тум или таламус крысы развивался полный адаптивный иммунный ответ. Усилива-
лась регуляция МНС II в глие, а такжке лимфоцитарная инфильтрация и воспале-
ние, что приводило к потере значительного числа нейронов и генерации антител
против трансгенов [27]. Клеточно-опосредованный иммунный ответ также наблю-
дался после внутричерепной инъекции вектора AAV1-GFP у приматов (Macaca fas-
cicularis) [28] и инъекции AAV5-α-l-идуронидазы у собаки с синдром Гурлера [29].
Данные на млекопитающих показывают, что в дальнейших исследованиях необхо-
димо учитывать появление иммунного ответа на чужие белки, экспрессируемые
векторами AAV [3].

Мы предполагаем, что непосредственное введение вектора в ростральную часть
мозжечка объясняет большое количество GFP экспрессирующих клеток в этой зо-
не. Далее вектор путем диффузии распределялся в каудальную часть, где число
клеток было снижено (рис. 2B). В мозге мыши rAAV трансдуцируют как митотиче-
ские, так и постмитотические клетки [30]. Большая часть серотипов AAV демон-
стрирует нейрональный тропизм, но некоторые из них также способны трансдуци-
ровать и глиальные клетки [12], в зависимости от экспрессии капсидных белков
[31]. Лечение генетических заболеваний ЦНС вызывает затруднения из-за непро-
ницаемости гематоэнцефалического барьера и поражений обширных областей
мозга [32]. Интрапаренхиматозная инъекция проникает через гематоэнцефалический
барьер, в результате чего экспрессия трансгена ограничена небольшим (1–3 мм) ме-
стом введения [33]. Считается, что основной способ распространения вектора в
ЦНС – аксональный транспорт, в ретроградном и/или антероградном направле-
нии [30]. Антероградный транспорт rAAV векторов характеризуется трансдукцией
клеток в той области мозга, в которую не была введена инъекция, но которая содержа-
ла проекции аксонов от нейронов, находящихся в области инъекции. Напротив, при
ретроградном транспорте происходит трансдукция нейронов, расположенных в
области мозга вдали от места инъекции, но непосредственно иннервирующих ме-
сто введения [30].

В мозжечке молоди кеты область распространения GFP+ клеток в месте инъек-
ции составляла 0.4–0.6 мм. Наши данные демонстрируют, что rAAV способен тран-
сдуцировать субпопуляции клеток, удаленных от зоны инъекции. Мы предполага-
ем, что отсутствие трансдуцированных клеток между удаленными зонами и обла-
стью инъекции объясняется тем, что трансдукция происходит не только путем
диффузии, но и с помощью антероградного транспорта. Так, в небольшом количе-
стве были выявлены отдельные rAAV+ клетки в молекулярном слое латеральной
и базальной зон (рис. 1D). Возможность вектора трансдуцировать клетки путем
антероградного транспорта способствует его более широкому распространению в
ЦНС [34]. По предварительным оценкам полная трансдукция всего мозга человека
в младенческом периоде развития для лечения лизосомных нарушений памяти
требует от 50 до 350 инъекций [35, 33]. Перенос гена на большие расстояния от ме-
ста инъекции и нацеливание его на уже известные проекции в головном мозге спо-
собно снизить число инъекций [36]. Подобное свойство имеет потенциальные пре-
имущества для лечения генетических заболеваний, при которых поражается весь
мозг [37]. В исследовании на приматах (cynomolgus) нейроны, удаленные от места
инъекции, также были трансдуцированы, что указывало на аксонный транспорт
вектора, трансгена или трансгенного продукта [38].
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При инъекции серотипа rAAV-2 в кору или глубокие ядра мозжечка мыши сооб-
щалось об эффективной трансдукции клеток Пуркинье. Авторы предполагают, что
вирусный вектор распространялся ретроградно по аксонам в тела клеток Пуркинье
из глубоких ядер мозжечка [39]. Паренхиматозная инъекция мозжечка примата
(Callithrix jacchus) интенсивно трансдуцировала клетки коры мозжечка и его аффе-
ренты, такие как нейроны мостовых ядер, вестибулярное ядро и нижнее оливарное
ядро [40]. В мозжечке молоди кеты после инъекции rAAV отсутствовали GFP+ экс-
прессирующие клетки Пуркинье и эвридендроидные нейроны.

Таким образом, полученные нами, путем прямого введения rAAV, результаты де-
монстрируют, что он способен инфицировать клетки мозжечка молоди кеты. Ви-
димо, трансдукция клеток мозжечка молоди кеты осуществляется как локально в
зоне инъекции, путем диффузии, так и антероградно. Полученные нами данные
являются предварительными и необходимо проводить дальнейшие исследования
для выяснения фенотипа GFP+ клеток и особенностей развития иммунного ответа.
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Transduction of the Recombinant Adeno-Associated Mammalian Hippocampal Virus Vector 
in Cells of the Cerebellum of Juvenile Oncorhynchus keta
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The aim of this work was to study the possibility of transduction of the recombinant ade-
no-associated mammalian hippocampal virus (rAAV) into the cells of the cerebellum of
the one-year-old juvenile of Oncorhynchus keta one month after intraparenchymal injec-
tion. The introduction of 0.2 μl of rAAV into the dorsal region of the cerebellar body of
O. keta salmon was accompanied by monitoring of the condition of the fish and subse-
quent examination of the cerebellum using f luorescence microscopy. Our results
demonstrate that rAAV is able to effectively infect the cerebellum cells of juvenile O. keta.
The average size of the transduced cells was 5 and 7 μm. During transduction of rAAV
into the structures of the cerebellum, it was found that the highest concentration of cells
is characteristic of the central part of the injection and diffusely decreased with distance
from it. At the periphery of the injection there is a large number of GFP-positive gran-
ules, which indicates the onset of cell degradation during the immune response. The re-
sults of the study demonstrate that rAAV is able to transduce subpopulations of cells dis-
tant from the injection zone, which suggests its distribution through diffusion, as well as
intracellular transport.

Keywords: adeno-associated virus, Oncorhynchus keta, cerebellum, anterograde transport,
bony fish, transduction
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