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Abstract: Adeno-associated viruses (AAVs) have become an integral part of scientific research in fields ranging from molecular biology 
to physiology. AAV has had a remarkable evolution from being a virus in 1965 to being a stable molecular biology tool today. Researchers 
are attracted to their reliability, stable transgene expression and low immunogenicity. In many cases, AAV can be an attractive delivery 
vehicle for gene therapy. Clinical trials using AAV as a gene therapy delivery system are being initiated by an increasing number of 
pharmaceutical companies. FDA approves Roctavian for AAV-based treatment of hemophilia A in 2023. This progress in the field has 
led us to think about its conceptual generalization and the writing of this literature review. This article reviews the latest molecular 
biological and biotechnological solutions for adeno-associated virus delivery, its optimization in animal models, and ways to make it 
more targeted. The characteristics of the serotypes of adeno-associated viruses are described, with special attention to their tropisms 

Принципы использования  
рекомбинантных аденоассоциированных вирусов 
в исследованиях и терапии
С.А. Марченко  1, 2, Д.А. Ланшаков  1, 2, 3 

Аннотация: Аденоассоциированные вирусы (AAV) прочно вошли в практику научных исследований в широком спектре обла-
стей, от молекулярной биологии до физиологии. Они прошли путь от открытия их как вирусов в 1965 г. до широко используемо-
го молекулярно-биологического инструмента на сегодняшний день. Исследователей привлекает в них надежность, стабильная 
экспрессия трансгена и низкая иммуногенность. Часто AAV становятся привлекательным средством доставки для генотерапии. 
Все больше фармацевтических компаний запускают клинические испытания с использованием AAV в качестве доставки гено-
терапии. В 2023 г. Food and Drug Administration (FDA – Управление по контролю качества пищевых продуктов и лекарственных 
средств, США) был одобрен препарат Roctavian для лечения гемофилии A на основе AAV. Прогресс в этой области навел нас 
на мысль о его концептуальном обобщении и написании настоящей работы. В статье приведен анализ последних молекуляр-
но-биологических и биотехнологических решений для аденоассоциированной вирусной доставки, а также ее оптимизации на 
животных моделях и способах сделать ее более направленной. Рассмотрены особенности серотипов аденоассоциированных 
вирусов, особое внимание уделено их тропизмам к клеткам организма и генно-инженерным способам их изменения – направ-
ленной эволюции капсидов, использованию химерных капсидов, сшитых с рецепторами или одноцепочечными антителами 
альпак. Существенным недостатком AAV является ограниченность кассеты – лишь 4.7 кб генного материала. В обзоре описа-
ны приемы увеличения переносимого генетического материала и осуществления трансдукции длинных по протяженности до 
10 кб последовательностей кДНК; cобрана информация по проводимым клиническим испытаниям, в которых задействованы 
AAV, а также охарактеризованы проблемы реализации доставки генов при применении AAV в терапии.
Ключевые слова: аденоассоциированные вирусы (ААВ); вирусная доставка; генная терапия; модификация капсида; клиниче-
ские исследования.
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to the cells of the body, and genetic engineering methods to modify them: directed evolution of capsids, use of chimeric capsids cross-
linked with receptors or single-chain antibodies of alpacas. A major disadvantage of AAV is the limited size of the cassette – only 4.7 kb 
of genetic material. The review also describes techniques for increasing the amount of genetic material transferred and for performing 
transduction of cDNA sequences up to 10 kb in length. The review gathers information on ongoing clinical trials using AAV and also 
describes the challenges of implementing gene delivery when using AAV in therapy.
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Введение
На сегодняшний день генная терапия – привлекательный 
подход для возможности лечения многих заболеваний че-
ловека, в том числе гемофилии, болезни Паркинсона, на-
следственного недостатка липопротеинлипазы, миопатии 
Дюшена и других. Генетический материал возможно доста-
вить в клетки при помощи электропорации, липофекции, 
мРНК, нуклеопротеиновых частиц, а также ленти- и аде-
ноассоциированных вирусов. В этом обзоре мы осветили 
последние достижения в использовании рекомбинантных 
аденоассоциированных вирусов как в генетических иссле-
дованиях, так и в терапии заболеваний человека генетиче-
ской природы.

Характеристики ААВ и их открытие
Аденоассоциированные вирусы (ААВ) – это малые безобо-
лочечные вирусы, обладающие (+/–)-одноцепочечной ДНК 
(Zhou et al., 2008) в качестве генома, что является основа-
нием для их классификации как Dependoparvovirus из семей-
ства Parvoviridae. Аденоассоциированные вирусы дикого 
типа (дтААВ) содержат геном приблизительно 4.7 кб длиной, 
включающий гены rep (replication) и cap (capsid), фланкиро-
ванные двумя инвертированными тандемными концевыми 
повторами. При этом рекомбинантные вирусы могут иметь 
заданную комплементарность цепи. Так, вирусы, обладаю-
щие положительно-смысловой цепью, могут участвовать в 
синтезе продуктов вирусной ДНК без синтеза комплемен-
тарной копии. Однако предпочтительнее использовать 
двуцепочечную ДНК (каждая цепь упаковывается в капсиде 
отдельно), поскольку она способна накапливаться в клетках 
в виде конкатемеров, что позволяет обеспечить экспрессию 
продуктов генома в дочерних клетках (Wang D. et al., 2019). 
Конкатемеры – последовательности ДНК, содержащие мно-
жественные повторяющиеся копии генома и белки, необхо-
димые для поддержания их структуры.

Открытая рамка считывания rep кодирует ферменты, ре-
гулирующие процесс репликации, транскрипции, инкапси-
дации; рамка с альтернативными старт-кодонами гена cap 
кодирует белки капсида вируса: virion protein (VP1, VP2, VP3, 
содержание которых в капсиде составляет 1:1:10 соответ-
ственно (Johnson et al., 1971). Инвертированные тандемные 
повторы образуют T-образную шпильку, обеспечивающую 
«правильную» пространственную структуру для реплика-
ции и упаковки генома (Issa et al., 2023). Следовательно, ис-
кусственно созданные генетические конструкции на основе 
векторов ААВ способны нести рекомбинантный геном, соот-

ветствующий размеру генома данного вируса, и могут быть 
изменены с использованием различных вариантов гена cap 
для создания вирионов с необходимыми тропизмами по от-
ношению к тканям. Рекомбинантные ААВ, как и дтААВ, вы-
зывают слабую иммунную реакцию и не патогенны. Все эти 
особенности ААВ делают данный метод доставки векторов 
in vivo предпочтительным для генной терапии, направлен-
ной на увеличение активности того или иного гена.

Впервые ААВ были выделены в 1965 г. в качестве кон-
таминантов препаратов аденовирусов (Issa et al., 2023). 
Несмотря на данный факт, ААВ не связаны с аденовируса-
ми по принципу помощника или сателлита и содержатся в 
клетках многих организмов, представляя собой латентные 
инфекционные агенты, способные развивать острую фазу 
заболеваний при определенных условиях. О доставке гена 
на основе ААВ впервые было сообщено в 1993 г. T.R. Flotte 
с коллегами добились стабильно протекающей экспрессии 
белка CFTR (fibrosis membrane conductance regulator) в ле-
гочной ткани кролика продолжительностью более 6 меся-
цев (Flotte et al., 1993). 

Данная группа вирусов может распознаваться рецепто-
рами клеток и проникать в везикулах в цитоплазматическое 
пространство, транспортироваться через ядерные поры 
и, далее, обеспечивать встраивание вируса в геном путем 
гомологичной рекомбинации (большинство случаев); не-
гомологичного спаривания концов (NHEJ, non-homologus 
end joining) в места двуцепочечных разрывов ДНК, находя-
щиеся, как правило, в локусах сателлитных повторов, рДНК, 
ГЦ-обогащенных участков; сайт-специфичной интеграции в 
локус генома человека 19q13.2-13.4qtr (rep-регион) (Bijlani et 
al., 2022). В последнем случае вирус встраивает ДНК в AAVS1 
(AAV integration site 1) локус, который обладает сайтом 
концевого разрешения (terminal resolution site). На данном 
сайте вирусные белки Rep68/78 образуют одноцепочечный 
разрыв, который позволяет встраиваться вирусной одно-
цепочечной ДНК (Bijlani et al., 2022). Сайт Rep инициирует 
активацию синтеза ДНК на локусе AAVS1 и формирует ин-
теграционный комплекс между ААВ ДНК и AAVS1 (Hamilton 
et al., 2004).

дтААВ, находясь в кариоплазме, формируют конкатеме-
ры, не требуют вируса-помощника (за исключением сероти-
па 5), однако использование многих векторов предполагает 
наличие вспомогательных последовательностей для успеш-
ного клонирования. В каждом конкретном случае выбор 
одного из методов вставки генома вируса в геном клетки 
хозяина зависит от ряда факторов, таких как наличие зна-
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чимого числа двуцепочечных разрывов, последовательно-
стей, комплементарных ДНК вируса, специфичных сайтов 
узнавания и прочих. Однако ААВ способны не только транс-
дуцировать геном в составе хромосом клетки-хозяина, но 
и реплицировать его в виде конкатемеров в кариоплазме. 
Так, например, для гепатоцитов характерна именно внехро-
мосомная экспрессия векторной ДНК (свыше 90 % копий) 
(Nakai et al., 2001).

ААВ-доставка имеет значительный ряд достоинств, что 
делает ее одной из часто используемых наряду с другими 
способами доставки. К достоинствам относятся стабильная 
репликация внутри генома клетки и стабильность сохране-
ния самой вирусной частицы (Greig et al., 2024). Частицы ААВ 
характеризуются широким тропизмом к тканям, клеткам и 
клеточным линиям, что делает возможными исследования 
доставки генов в самые разные линии клеток, в том числе 
в рамках одной линии рекомбинантных ААВ (Bijlani et al., 
2022). В отличие, например, от онкоретровирусов (Segura et 
al., 2006), инфицирующих только делящиеся клетки, ААВ ин-
фицируют как делящиеся, так и неделящиеся клетки (Pham 
et al., 2024). В большинстве случаев ААВ обладают относи-
тельно малой иммуногенностью при условии правильной 
оптимизации, как будет показано ниже.

Несмотря на наличие многих преимуществ, ААВ-достав-
ка не лишена и недостатков, основными из которых являют-
ся: генерация нереплицирующихся ДНК-векторов в потент-
ных клетках (при внехромосомном варианте трансдукции в 
потентную клетку (Nakai et al., 2001)), что приводит к размно-
жению их дефектных копий со снижением терапевтическо-
го эффекта (He et al., 2021); ограничения по длине встраива-
емого вектора (до 4.7 кб для дтААВ2 или до 5.2 кб для ряда 
искусственных векторных конструкций (Bennett et al., 2017); 
иммунологические реакции на данный вирус, что связано с 
наличием специфичных антител, внутриклеточных механиз-
мов реакции на чужеродную ДНК, системы комплемента и 
механизмов иммунной памяти (Wang J.-H. et al., 2024).

Серотипы ААВ и их особенности
Вирусы обычно подразделяют по антигенной структуре, 
определяемой иммунологическими методами, называемой 
серотипом. На сегодняшний день идентифицировано 13 се-
ротипов дтААВ. От серотипа и, следовательно, от специфич-
ности вируса к распознаванию клеточными рецепторами 
зависит его тропизм по отношению к разным органам и 
тканям. Есть и множество других характеристик, отличаю-
щих серотипы ААВ: посттрансляционные модификации при 
сборке вируса в клетке, диапазоны хозяев, размеры капси-
дов, особенности функционирования генома при сборке 
вирусов и другие. Тропизм к ЦНС проявляют ААВ серотипов 
1, 2, 4, 5, 7, 9, 10 и 11 (табл. 1).

Последовательности вирусных векторов 
для осуществления экспрессии  
и ее специфичности
Вектор ААВ должен содержать: последовательности ин-
вертированных тандемных повторов, одноцепочечный 
вирусный геном, гомологичные плечи, комплементарные 
целевым геномным последовательностям. Димерные и са-

мокоплементарные геномы ААВ не способны к успешному 
введению функционального вектора в клетку, поскольку 
не образуют петлю гомологичной рекомбинации. Для осу-
ществления экспрессии в вирусных ленти- и ААВ-векторах 
должны присутствовать специальные последовательности 
(промоторы) для запуска транскрипции, сайты полиадени-
лирования для обеспечения стабильности матричной РНК, 
последовательности Козак для инициации трансляции. Так-
же могут присутствовать посттранскрипционные регуля-
торные элементы. Обычно используются цис-регуляторные 
элементы вируса гепатита B (Hepatitis B Virus PRE, 533 п. н.) 
и вируса гепатита сурка (Woodchuck Hepatitis Virus PRE, 
600 п. н.), которые необходимы для экспорта без интронной 
вирусной РНК из ядра (Powell et al., 2015). Существуют и аль-
тернативные точки зрения на механизмы действия WPRE, 
например, что этот вирус в большей степени терминирует 
сквозную транскрипцию при производстве лентивирусов, 
повышает титр и экспрессию (Higashimoto et al., 2007). 

Присутствие данных последовательностей в РНК увели-
чивает экспрессию трансгена примерно в 6 и 8 раз соот-
ветственно в большинстве случаев, но эффект может зави-
сеть от типа клеток и быть совсем незначительным. Часто 
сразу после промотора ставят интронную последователь-
ность, которая увеличивает процессинг мРНК и экспрессию 
трансгена примерно в 1.6 раза (Powell et al., 2015). Однако 
некоторые авторы отмечают отсутствие доказательств воз-
действия регуляторных элементов на процесс экспорта 
мРНК из ядра (Hollensen et al., 2017). Они считают, что свя-
зывание TuD (RNA polymerase II-transcribed tough decoy, ин-
гибиторы микроРНК) c микроРНК активизирует механизмы 
тримминга (trimming) или добавления 3’-конца (tailing), обе-
спечивающие деградацию малых РНК-транскриптов, не ока-
зывая влияния на экспорт из ядра малых РНК. Кроме того, 
T.  Higashimoto с коллегами (2007) отметили шестикратное 
увеличение скорости экспрессии гена β-галактозидазы при 
только двукратном повышении содержания продукта в ци-
топлазме в присутствии WPRE. 

Тканевая специфичность экспрессии трансгена может 
быть обеспечена как тропизмом капсида к трансдукции 
определенного типа клеток, так и тканеспецифичностью 
промотора. Промоторы, обеспечивающие экспрессию 
трансгенов специфично в нейронах, даже у ААВ1 и ААВ2 
(вирусов 1- и 2-го серотипа соответственно), часто исполь-
зуются в исследованиях с применением оптогенетических 
(Lanshakov et al., 2017 а, b) и хемогенетических (Dygalo et al., 
2020) методов. Максимальный размер упакованного в AAV 
генетического материала дает ограничения на все использу-
емые технические последовательности, в том числе и промо-
торы, их размер в основном варьируется от 200 до 1500 п. н.

Синтетические промоторы на основе регуляторных по-
следовательностей генов домашнего хозяйства, таких как 
Pgk, Ubc, Gusb, обеспечивают повсеместную экспрессию. В 
этом обзоре мы более подробно остановимся на промото-
рах, работающих в нервной ткани. Наиболее популярными 
промоторами, обеспечивающими экспрессию в нейронах, 
являются синапсиновый (Syn), кальций/кальмодулин-зави-
симой киназы II (CamkII), промотор MeCP2. Г. Фишелл c кол-
легами разработали промотор, активный в интернейронах 
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Таблица 1. Характеристика известных серотипов аденоассоциированных вирусов 
Table 1. Characteristics of known serotypes of adeno-associated viruses

Серотип Посттранляционные 
модификации

Рецептор Тропизм к органам  
и тканям

Уникальные  
особенности

ААВ1 – Рецептор сиаловой  
кислоты; ААВ рецептор 
(AAVR)

Скелетные мышцы, нейроны, 
глиальные клетки, эпенди-
мальные клетки, сетчатка, 
эндотелиальные и сосудистые 
гладкие мышцы, сердце  
у мышей

–

ААВ2 Множественные: убиквити-
нирование, фосфорилиро-
вание, SUMOилирование, 
гликозилирование множе-
ственных сайтов

Человеческий рецептор 
фактора роста фибро-
бластов 1 (FGFR1); αVβ5, 
α5β1 интегрины; рецептор 
фактора роста гепатоцитов 
(HGFR); рецептор ламинина 
(LR); CD9

Ткани почек; гепатоциты; 
ткани сетчатки; клетки ЦНС; 
скелетные мышцы

Вектор данного вируса 
может быть помещен 
в капсид иного серо-
типа (1, 4, 5, 10 и 11) 
(Rabinowitz et al., 2002)

ААВ3 Ацетилирование, фосфори-
лирование, гликозилиро-
вание

HSPG; FGFR1; LR; человече-
ский HGFR

Гепатоциты; опухолевые клет-
ки печени человека; внутрен-
ние волосковые клетки улитки 
у мышей

–

ААВ4 Убиквитинирование a-2,3-O-связанная сиаловая 
кислота

ЦНС и эпендимальные клетки; 
почки, легкие, сердце у мышей

–

ААВ5 Множественные: убиквити-
нирование, фосфорилиро-
вание, SUMOилирование, 
гликозилирование

Сиаловая кислота; рецепто-
ры фактора роста тромбо-
цитов (PDGFR): корецепто-
ры α и β

Множество типов нейрональ-
ных клеток: клетки Пуркинье; 
звездчатые, корзинчатые 
клетки и нейроны Гольджи; 
клетки нижнего холмика и 
желудочкового эпителия; 
эпителий дыхательных путей; 
эндотелиальные клетки со-
судов; гладкие мышцы

Требует вирус простого 
герпеса (HSV) в качестве 
помощника; синтез поли-
аденилированного сайта 
в определенном локусе 
на основе регуляции 
активации промоторов 
генома вируса при помо-
щи U1 (Qiu, Pintel, 2004)

ААВ6 Ацетилирование Сиалированные протеогли-
каны (α2,3-/α2,6-связанная 
сиаловая кислота); рецеп-
тор фактора роста эпидер-
миса (EGFR)

Эпителий дыхательных путей, 
гепатоциты, скелетные мыш-
цы, кардиомиоциты у мышей

–

ААВ7 Множественные: глико-
зилирование, преимуще-
ственно с фосфорилирова-
нием, SUMOилирование, 
ацетилирование

– Ткань коры головного мозга; 
ткань спинного мозга;  
сетчатка; гепатоциты

–

ААВ8 Фосфорилирование, глико-
зилирование, ацетилиро-
вание

LR Высокий тропизм к гепатоци-
там у мышей, собак, нечелове-
кообразных обезьян; 
клетки поджелудочной желе-
зы, клетки канальцев и ткань 
почек, сетчатка у мышей

–

ААВ9 Множественные: гликози-
лирование, фосфорилиро-
вание, SUMOилирование 
совместно с ацетилирова-
нием

Концевая N-связанная 
галактоза; интегрин  
с корецептором LR

Широкий спектр нейро-
нальных и ненейрональных 
клеток ЦНС (астроциты, клетки 
сетчатки)

Высокая проницаемость 
через ГЭБ

ААВ10 Множественные: глико-
зилирование и фосфо-
рилирование совместно 
с убиквитинированием, 
SUMOилированием, ацети-
лированием

– Клетки толстого и тонкого 
кишечника; 
гепатоциты, лимфоузлы, 
клетки почек и семенников у 
нечеловекообразных обезьян; 
клетки пигментированного 
эпителия сетчатки, ганглио-
нарного слоя, фоторецепторы, 
горизонтальные клетки  
у мышей

Тропизм к клеткам 
сетчатки и другим типам 
клеток ЦНС, 
не характерным 
для ААВ9
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на основе промотора гена Dlx (Dimidschstein  et al., 2016). 
Также показаны синтетические промоторы, специфичные 
для серотонинергических (Drozd, Lanshakov, 2020; Drozd 
et al., 2023) и норадренергических нейронов (Lanshakov, 
Sukhareva, 2020).

Экспрессия в остальных клетках нервной системы в 
большинстве работ обеспечивается благодаря промоторам: 
GFAP – для астроцитов, MBP – для олигогодендроцитов. Для 
таргетирования на развивающиеся популяции клеток в ЦНС 
используются промоторы: SOX2 – для нейрональных пред-
шественников и Olig2 – для предшественников олигоден-
дроцитов (табл. 2).

Направленная молекулярная эволюция 
капсидов. Стратегии изменения тропизма 
Как видно из табл. 1, капсиды серотипов ААВ могут иметь 
тропизмы к достаточно широкому спектру тканей и клеток. 
Однако для достижения терапевтического эффекта часто 
требуется доставка в строго определенные типы клеток. Для 
реализации этой задачи применяют обычно два подхода: 
рациональный дизайн капсидов либо направленную эво-
люцию вирусных капсидов. Рациональный дизайн предпо-
лагает создание структурных модификаций в локализации 
специфических сайтов капсида на основе его структуры и 
биологических особенностей (Wang J.-H. et al., 2024). Рацио
нальный дизайн осуществляется следующими способами: 
генетическими мутациями; инсерцией невирусных доменов 
в капсидные белки для изменения тропизма к тканям (объ-
единение с рецепторами и одноцепочечными антителами); 
химическими модификациями.

Например, замена остатков тирозина и треонина на по-
верхности капсида в специфичных сайтах на фенилаланин и 
валин предотвращает деградацию соответствующих белков 
в цитоплазме клетки и увеличивает вероятность транспор-
тировки вирусных частиц в ядро (Kanaan et al., 2017). В то же 
время полипептид, состоящий из 15 аминокислотных остат-
ков и являющийся мишенью рецептора лютеинизирующего 
гормона (LH-R), способен при его инсерции в целевые сай-
ты белков (VP1-3) капсида ААВ повышать эффективность 
трансдукции целевого гена (в данном случае lacZ) в клетки 
яичников (OVCAR-3) и HeLa (Shi et al., 2001).

Существуют и иные способы повышения трансдукции 
вирусных частиц в клетки определенных тканей. В работе 
(Eichhoff et al., 2019) рассматриваются варианты объедине-
ния VP1 ААВ2 с антителами альпак (VH-домена Ig, так на-
зываемые nanobody) с клеточноспецифичными белками 
(ARTC2.2, гликозилфосфатидилинозитол (GPI)-связанный 
эктоэнзим T-клеток (АДФ-рибозилтрансфераза)) (Rissiek et 
al., 2018); CD38, трансмембранный и внутриклеточный бе-
лок (АДФ-рибозилциклаза и циклоADPR-гидролаза) боль-
шого разнообразия иммунных клеток (Piedra-Quintero et al., 
2020); P2X7, лиганд-зависимый (внеклеточный АТФ) катион-
ный канал широкого спектра клеток, в том числе иммунных, 
нейральных и глиальных, эндотелиальных и мышечных 
(Shokoples et al., 2021).

Эти белки играют роль факторов обеспечения отбора 
вирусных частиц по их тропизму к рецепторам соответ-
ствующих клеток. Встраивание VH-домена антитела проис-
ходило в GH2/GH3 поверхностную петлю VP1. В результате 
было обнаружено, что трансдукция генетических конструк-
ций успешно осуществляется в клетки B-клеточной лим-
фомы человека CA46 (эндогенно экспрессирующие CD38); 
T-клеточной лимфомы мыши Yac-1 (эндогенно экспресси-
рующие P2X7) при использовании вирусных частиц с кап-
сидами ААВ8, 9 и 1P5 (синтезирован с применением про-
мотора P5), содержащих VH-домены антител (Eichhoff et al., 
2019).

Примером химической модификации может служить мо-
дификация гуанидиновых остатков на поверхности капсида 
с участием метилглиоксаля с получением гидроимидазоло-
новых производных. Данная модификация приводит к сни-
жению тропизма к тканям печени и повышению тропизма к 
нейрональным клеткам ЦНС (Horowitz et al., 2011).

Направленная эволюция вирусных капсидов заключа-
ется в обеспечении условий мутационной изменчивости 
вирусных частиц при помощи рандомизированной генера-
ции химерных капсидов (Wang D. et al., 2019) с их отбором 
по целевым характеристикам, например, путем инкубации 
с раствором очищенных человеческих иммуноглобулинов 
против определенных серотипов вирусных химерных кап-
сидов (ААВ2, ААВ8, ААВ9) с последующим отбором их по-
средством амплификации в гепатоцитах. Это необходимо 

ААВ11 – GPR108 (по принадлеж
ности к кладе AAV4)  
(Han et al., 2023)

Клетки кишечника, гепатоци-
ты, лимфоузлы, клетки почек 
и семенников у нечеловеко
образных обезьян; 
кора головного мозга  
и спинной мозг; проекторные  
нейроны и астроциты  
у мышей

–

ААВ12 – – Слюнные железы и мышцы, 
эпителий носоглотки у мышей

–

ААВ13 – HSPG (Srivastava, 2016) Малые ядра мозга (нейроны) 
(Han et al., 2022)

–

Серотип Посттранляционные  
модификации

Рецептор Тропизм к органам  
и тканям

Уникальные  
особенности

Окончание табл. 1
Table 1 (end)
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Таблица 2. Сравнение общеиспользуемых промоторов, применяемых в векторах аденоассоциированных вирусов 
Table 2. Comparison of the commonly used promoters, which are applied in adeno-associated viral vectors

Промотор Тканеспецифичность Относительная
«сила»

Размер 
(п. н.)

Литературный источник

CMV Универсальный +++ 750–800 Xu et al., 2001
CBA (включая произ-
водные: CAG, 
CBh и др.)

Универсальный + 248–1600 Gray et al., 2011

EF-la Универсальный + 2500 Gilham et al., 2010
PGK Универсальный ++ 426 Gilham et al., 2010
UBC Универсальный + 403 Qin et al., 2010
GUSB (hGBp) Универсальный + 378 Husain et al., 2009
UCOE (промотор 
IINRPA2B1-CBX3)

Универсальный ++ 600–2500 Antoniou et al., 2013

hAAT Печень ++ 347–1500 Cunningham et al., 2008
TBG Печень ++ 400 Yan et al., 2012
Десмин Скелетные мышцы +++ 1700 Talbot et al., 2010
MCK Скелетные мышцы ++ 595–1089 Katwal et al., 2013
C5-12 Скелетные, сердечные 

и диафрагмальные мышцы
++ 312 Wang B. et al., 2008

NSE Нейроны +++ 300–2200 Xu et al., 2001
Синапсин Нейроны + 470 Kuroda et al., 2008
PDGF Нейроны +++ 1400 Hioki et al., 2007
MecP2 Нейроны + 229 Gray et al., 2011
CaMKII Нейроны ++ 364–2300 Kuroda et al., 2008
mGluR2 Нейроны + 1400 Kuroda et al., 2008
NFL Нейроны + 650 Xu et al., 2001
NFH Нейроны + 920 Xu et al., 2001
np2 Нейроны + 650 Xu et al., 2001
PPE Нейроны + 2700 Xu et al., 2001
Enk Нейроны + 412 Xu et al., 2001
EAAT2 Нейроны и астроциты ++ 966 Kuroda et al., 2008
GFAP Астроциты + 681–2200 Dirren et al., 2014
MBP Олигодендроциты ++ 1900 Chen et al., 1998

Примечание.  Тканеспецифичность, относительная экспрессивность (+ наиболее низкая, +++ наиболее высокая среди приведенных); размер  
и соответствующие ссылки приведены для общеиспользуемых промоторов. 

Note.  Tissue specificity, relative expressivity (+ is the lowest, +++ is the highest among those listed); size, and relevant references are given for commonly 
used promoters.

для снижения иммуногенности вируса и повышения его 
тропизма к клеткам печени (Grimm et al., 2008).

Иногда отдельно выделяют также эволюцию капсидов 
in silico, т. е. детальное компьютерное моделирование кап-
сидов и получаемых измененных вариантов. Так, E. Zinn с 
коллегами (2015) выделили наиболее вероятного предка 
функционально значимых серотипов ААВ (ААВ1, 2, 8 и 9) как 
часто используемых в клинических экспериментах. Кроме 
того, выбранный кандидат был филогенетически близок к 
представителям Dependoparvoviridae, что позволяло пред-
положить его применимость к исследованиям на приматах. 
Было продемонстрировано сопоставимое качество доставки 
генов в клетки печени и селезенки с помощью ААВ8. Эта ра-
бота показывает применимость эволюционного анализа для 
установления структурно-функциональной схожести сероти-
пов вирусов, в том числе искусственно синтезированных.

Один из распространенных способов создания вирус-
ных библиотек для последующего отбора необходимых 

по свойствам вирусных линий – химеризация имеющихся 
генетических конструкций (в частности, генов rep и cap). 
Данному методу посвящена работа (Koerber et al., 2008) по 
получению вирусов с заданным тропизмом к клеткам. Ге-
нерация осуществлялась методом перетасовки ДНК (DNA 
shuffling), который заключается в разделении ДНК (заданно-
го участка или гена) на фрагменты, их очистке и, далее, со-
единении разных фрагментов ДНК данного участка методом 
ПЦР без использования праймеров (Stemmer, 1994). Так, при 
соединении генов rep, полученных от разных серотипов ви-
руса, можно добиться создания химерного капсида. Затем 
указанные химерные вирусные частицы трансфицируются 
в ААВ-компетентные клетки (например, в AAV293 – клетки 
эмбриональной почки человека), после чего созданными 
вирусными частицами обрабатываются клеточные линии 
с нужными исследователю свойствами и оценивается уро-
вень трансдукции вектора в данные клетки (Koerber et al., 
2008). D.G.R. Tervo с коллегами (2016) получили химерные 
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капсиды серотипов ААВ (ААВ1, 2, 4, 5, 6, 8, 9) с применени-
ем метода генетической перетасовки, варианты гена cap 
ААВ2 со случайными вставками петель и определенных 
локусов. Данные рекомбинантные копии вирусных частиц 
отбирались для осуществления ретроградного нейрональ-
ного транспорта генов и, соответственно, осуществления 
адресной доставки необходимых векторов в нужные участ-
ки сложных нейронных сетей на основе неоднородности 
популяций нейронов. 

Химерные капсиды способны наследовать свойства ро-
дительских форм. Например, B. Hauck с коллегами (2003) 
создавали химерный вектор серотипов ААВ1 и 2. Вирусы 
ААВ1 обладают тропизмом к мышечной ткани, ААВ2 – к тка-
ни печени. Эти исследователи показали, что использование 
разных соотношений хелперных плазмид во время транс-
дукции для капсидов разных серотипов напрямую связано 
с соотношением количества белковых элементов данных 
двух серотипов, содержащихся в результирующем капсиде 
(эксперименты с эффективностью осаждения вирусных ча-
стиц на колонке с соответствующими одному из серотипов 
и нейтрализации антителами к данным серотипам). Однако 
экспериментальные процедуры, оценивающие эффектив-
ность доставки ААВ генов фактора свертывания крови IX и 
α1-антитрипсина в клетки, отвечающие разным тропизмам 
обоих серотипов, показали, что эффективность доставки 
наиболее высока при использовании именно химерных 
вариантов капсидов. Данный факт свидетельствует о спо-
собности химерных капсидов наследовать свойства обоих 
предковых серотипов.

Отдельного внимания заслуживают методы конструиро-
вания капсидов с помощью рекомбиназы Cre-lox (Chan et al., 
2017), которые используют loxP-концевые сайты для реком-
бинации и/или инактивации целевого гена. С применением 
этого подхода были разработаны капсиды, трансдуцирую-
щие нейроны ЦНС при внутривенном введении вирусных 
частиц. Кроме того, рекомбиназа Cre-lox может в процессе 
активировать ген флуоресцентного белка, место экспрес-
сии которого далее идентифицируется методами флуорес-
центной микроскопии, благодаря чему устанавливаются 
особенности тропизма вектора ААВ к малоразмерным ана-
томическим структурам, например ядрам головного мозга 
(Deverman et al., 2016).

Решение проблемы вместимости генной кассеты
Одним из главных недостатков ААВ является их способность 
упаковывать ДНК размером лишь ≈ 4.7–5.2 кб (Bennett et al., 
2017), что ограничивает их применение. Однако существуют 
работы, демонстрирующие возможность трансдукции про-
тяженных трансгенов, преодолевающих этот предел при 
высоком титре за счет рекомбинации разделенного гене-
тического материала при упаковке. С учетом того, что для 
эффективной экспрессии генов необходимы регуляторные 
элементы в дополнение к терапевтической кодирующей 
последовательности (CDS), остро стоит вопрос oб увеличе-
нии вместимости генной кассеты ААВ. Сравнивая возмож-
ности других вирусов, можно сказать, что адненовирусные 
векторы способны доставлять последовательности до 37 кб  
(с использованием помощника) (Wang J.-H. et al., 2024), лен-

тивирусы – свыше 9 кб (Bulcha et al., 2021), вирус простого 
герпеса (HSV-1) – свыше 30 кб (Jerusalinsky et al., 2012). В то 
же время иные способы доставки предполагают еще более 
значительную вместимость векторных геномов (от 100 кб 
для фага P1 до 2 Мб для искусственных хромосом дрожжей 
(YAC) (Bajpai, 2014). Способы решения данной проблемы 
могут быть связаны с изменением вирусной частицы или 
оптимизацией самого генетического вектора. Оптимизация 
вектора может быть достигнута поиском не имеющих важ-
ного значения участков последовательности продукта гена 
либо отказом от каких-либо посттранскрипционных регуля-
торов. Однако данная стратегия не всегда является лучшим 
вариантом.

Чтобы преодолеть это ограничение, длинную открытую 
рамку считывания CDS можно разбить и поместить в от-
дельные AAV-векторы, которые при совместной трансдук-
ции одной и той же клетки-мишени восстанавливают пол-
норазмерную кассету экспрессии трансгена или белка. Этот 
подход можно разделить на два больших класса: первый, 
основанный на рекомбинации концевых повторов и высо-
корекомбинирующих последовательностей ДНК (см.  рису-
нок, а–г), а также транс-сплайсинге, и второй, использую-
щий трансбелковый сплайсинг (см. рисунок, д). 

Транс-сплайсинг заключается в разделении регулятор-
ного элемента транскрипции или трансгена на две части 
с их упаковкой в две вирусные частицы. Коинфицирова-
ние двумя вирусами приводит к реконструкции цельной  
кассеты посредством межмолекулярной конкатемериза-
ции, опосредованной инвертированными терминальны-
ми повторами. То есть происходит гетеродимеризация, 
обеспечивающая экспрессию полноразмерного транс-
гена или увеличение экспрессии трансгена (через цис-
активацию).

В рамках первой стратегии большая экспрессионная кас-
сета разделяется на два генома ААВ (двойной ААВ, см. ри-
сунок), каждый из них содержит одну половину экспрес-
сионной кассеты: 5’-вектор содержит как промотор, так и 
5’-половинки CDS, в то время как 3’-вектор – 3’-половинки 
CDS с сигналом полиаденилирования (см. рисунок, a). Ре-
комбинация двух векторов и восстановление полноразмер-
ной экспрессионной кассеты происходят либо посредством: 
(1) последовательностей трансгена, которые повторяются 
как в конце 5’-вектора, так и в начале 3’-вектора и запускают 
гомологичную рекомбинацию (перекрывающийся двойной 
ААВ) (cм. рисунок, a) (Duan et al., 2001); (2) инвертированных 
концевых повторов ААВ (ITR), которые по своей природе 
подвергаются межмолекулярной рекомбинации, таким об-
разом, опосредуя конкатемеризацию двух разных геномов 
ААВ (Yan et al., 2000) (не показано); (3) последовательностей 
с донором и акцептором транс-сплайсинга (см. рисунок, в) 
или (4) экзогенных коротких высокорекомбинантных по-
следовательностей, включенных как в конце 5’-вектора, так 
и в начале 3’-вектора, которые способствуют объединению 
двух геномов «голова к хвосту» (AK-последовательность 
фага F1 и AP1- и AP2-последовательности плацентарной ще-
лочной фосфатазы) (см. рисунок, б, г).

Возможно также объединение последовательностей и 
подходов, например, высокорекомбинирующих последова-
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Общая схема объединения трансгенов ААВ при использовании метода раздельной доставки вирусных векторов. 
Варианты механизмов постинфекционного объединения вирусных трансгенов при использовании: а – перекрывающейся части трансгенов;  
б – высокорекомбинирующих последовательностей гена щелочной фосфатазы AP; в – AP-сайтов совместно с донорами SD и акцепторами SA сплай-
синга; г – транс-сплайсинга; д – трансбелкового сплайсинга между пептидными N- и C-концами 

Scheme of AAV transgenes integration using the viral vectors separate delivery method.
Methods for postinfection doubled transgene integration in viral transgenes using: a – overlapping part of transgenes; b – high recombined sequences in AP 
alkaline phosphatase gene; c – AP-sites together with specific donor and acceptor sequences; d – trans-splicing; e – transprotein splicing between peptide 
N- and C-termini

тельностей вместе с сайтами транс-сплайсинга (гибридный, 
двойной AAV) (Ghosh et al., 2008).

Гомологичная рекомбинация в соматических клетках 
происходит крайне редко, поэтому очевидно, что наиболее 
успешными являются гибридные стратегии с использовани-
ем транс-сплайсинга. Показана успешная трансдукция гене-
тического материала размером 10 кб, разделенного на два 
ААВ-вируса, и 14 кб – разделенного на три вирусные части-
цы (Maddalena et al., 2018).

Вторая стратегия основана на белковом сплайсинге, ко-
торый был открыт в 1990 г. (Wang H. et al., 2022). Это процесс 
вырезания внутреннего пептида интенеина и лигирования 
внешних пептидов экстенеинов (см. рисунок, д). Примеча-
тельно, что он автокаталитический и не требует дополни-
тельных кофакторов. 

Интенеины и экстенеины функциональны. Интенеины 
чаще всего имеют эндонуклеазную активность, обеспечи-
вающую горизонтальный перенос и «хоуминг» последова-
тельностей, кодирующих их. Экстенеины – это чаще всего  
ферменты со своими определенными функциями. Когда ин-
тенеин находится на разных полипептидных цепях, в окон-

чании первого полипептида и в начале следующего, про-
исходит лигирование двух разных цепей эктенеинов, т. е. 
трансбелковый сплайсинг. Как раз такой механизм исполь-
зуется для объединения пептидных цепей, закодированных 
в двух разных ААВ-вирусах. Отличие от первого варианта 
состоит в том, что в обоих векторах должны быть промото-
ры, последовательности Козак и полиА, чтобы обеспечить 
трансляцию и образование белкового продукта.

Несмотря на то что выбранные стратегии позволяют уве-
личить размер доставляемого трансгена, они имеют недо-
статки, причем общие. Экспрессия укороченных пептидов 
с одного из векторов может иметь доминантно-негативный 
или токсический эффект, что возможно преодолеть добавле-
нием сигнальных последовательностей деградации, которые 
не присутствуют после окончательной сборки. Для РНК это 
могут быть тандемно повторенные сайты связывания miРНК: 
miR-let7b, miR-26a, miR-124, miR-204, а для пептидов – допол-
нительные повторенные стоп-кодоны, CL1 дегрон, PB29 де-
грон, PEST-сигнал, сшивка с убиквитином (Trapani et al., 2015).

D. Duan с коллегами (2001) исследовали эффективность 
доставки вектора гена lacZ при помощи соединения генов 
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в клетке Escherichia coli тремя способами: перекрываемым 
сплайсингом (перекрываются области инвертированных 
повторов, которые удаляются при сплайсинге в клетке), 
гомологичной рекомбинацией (перекрываются части са-
мой последовательности кДНК) и доставкой цельного гена. 
Было выявлено, что доставка методом транс-сплайсинга 
(перекрываемого) менее эффективна, чем доставка цель-
ного гена (15.8 % по уровню экспрессии β-галактозидазы), 
но более эффективна, чем использование гомологичной 
рекомбинации для объединения частей гена (трехкратное 
превышение по уровню экспрессии β-галактозидазы). Пре-
одоление снижения эффективности трансдукции может 
осуществляться путем оптимизации регуляторных элемен-
тов, триплетов и поиском функционально значимых доменов.

Клинические испытания и использование ААВ  
в терапии
Первые практические результаты были получены уже на 
фазе I клинических испытаний в 1996 г. при лечении па-
циентов с цистозным фиброзом путем доставки функцио-
нальной копии гена CFTR. В 2012 г. Европейское агентство 
лекарственных средств (European Medicines Agency, EMA) 
одобрило первый препарат ААВ-терапии Glybera, который 
содержал рекомбинантный продукт ААВ, доставляющий 
ген липопротеинлипазы человека (LPL) для лечения на-
следственной недостаточности липопротеинлипазы (LPLD). 
Одним из последних одобренных препаратов является 
Zolgensma (Zonasemnogene abeparvovec), зарегистриро-
ванный в 2019 г., содержащий продукт ААВ, который вклю-
чает в себя функциональную копию гена SMN1 для лечения 
спинально-мышечной атрофии 1-го типа (SMA1) (He et al., 
2021).

Проведен также ряд исследований для изучения тера-
певтического потенциала ААВ-доставки генов в централь-
ную нервную систему для лечения различных нейрологиче-
ских заболеваний. Первоначально гематоэнцефалический 
барьер (ГЭБ) был препятствием на пути продуктов ААВ к 
мишени, однако в 2009 г. K.D. Foust с коллегами сообщили 
об успешной доставке гена GFP (green fluorescent protein) 
при внутривенном введении ААВ9 (серотип 9) в головной и 
спинной мозг (Foust et al., 2009).

Значительное количество работ посвящено также поиску 
методов лечения гемофилии A- и B-типов. Для достижения 
данной цели предлагалось оптимизировать доставку генов 
факторов свертывания крови FVIII и FXI соответственно для 
этих двух типов гемофилий. В 1997 г. впервые проведены 
процедуры, позволившие обеспечить стабильную экспрес-
сию человеческого фактора свертывания крови FIX (hFIX) с 
применением рекомбинантного ААВ, путем внутримышеч-
ного введения инъекции или использования для этой цели 
воротной вены печени (Wang J.-H. et al., 2024). Исследовате-
ли сталкивались с рядом трудностей при его трансдукции. 
Так, было отмечено наличие иммунного ответа при умерен-
ных дозах введения ААВ-доставщиков: антитела вырабаты-
вались в ответ как на введение капсидов (ААВ8), так и на 
наличие в крови последовательности гена FIX (Nathwani et 
al., 2011). Кроме того, повышение активности FIX было низ-
ким (до 2–11 % от физиологически нормального от < 1  % 

изначального) (Nathwani et al., 2011). Эти проблемы были 
решены путем оптимизации кодонов и тропизма капсида 
к клеткам печени (Wang J.-H. et al., 2024). Таким образом, в 
2022 г. на рынке появился препарат Hemgenix для терапии 
гемофилии B на основе рекомбинантного капсида ААВ5 с 
измененной последовательностью FIX (R338L), способный 
увеличивать активность фермента до 40-кратного показате-
ля (George et al., 2017).

Препарат для терапии гемофилии A, Roctavian, был 
одобрен FDA уже в 2023 г. (Wang J.-H. et al., 2024). На пути 
к получению функционального синтеза физиологически 
нормального фактора FVIII также возник ряд проблем: 
крупная длина трансгена FVIII для ААВ-доставки (порядка 
7 кб) и снижение синтеза FVIII в организме пациентов со 
временем (приблизительно через два года) (George et al., 
2021). Данные преграды были преодолены путем делеции 
части последовательности FVIII, в результате чего конеч-
ный вектор содержит только усеченный B-домен; исполь-
зованием тканеспецифичного промотора (Mahlangu et al., 
2023) TTR; оптимизации кодонов (снижение использования 
CpG-последовательностей по сравнению исходным FVIII) 
с уменьшением разнообразия аминокислот (патент США 
US20170216408A1 (Anguela, Shen, 2016)).

В 2017 г. был одобрен препарат для терапии врожденно-
го амавроза Лебера – заболевания, связанного с деградаци-
ей светочувствительных элементов сетчатки при недостатке 
белка RPE (ген RPE65, полная трансретинолизомераза). Мо-
дификации вектора ААВ2 заключались в добавлении после-
довательности Козак (место старта трансляции); промотора 
гибридного β-актина курицы (CBA) с CBA-экзоном; быстро-
го раннего энхансера цитомегаловируса (cytomegalovirus 
immediate early enhancer). В данном случае потребовалось 
увеличение длины последовательности на 6.5 кб одноце-
почечной ДНК вируса для предотвращения неправильной 
упаковки ААВ (что привело бы к отсутствию включения 
трансгена в состав капсида) (Bennicelli et al., 2008).

Заболеванием, связанным с поражением нервной систе-
мы, для лечения которого одобрен соответствующий пре-
парат, является дефицит декарбоксилазы ароматических 
L-аминокислот (ДДАА) (ген DDC). Данный фермент ответ-
ственен за синтез нейромедиаторов дофамина и серотони-
на из конечных предшественников (Kondakova et al., 2022). 
Это приводит к комбинированному дефициту серотонина, 
дофамина, норадреналина и адреналина (Wang J.-H. et al., 
2024). Более 70 % клинических случаев этого заболевания 
носит тяжелую форму (Kondakova et al., 2022). 

Успешное обеспечение синтеза дофамина реализуется 
при адресной доставке гена DDC к дофаминергическим ней-
ронам черной субстанции и вентральной области покрыш-
ки среднего мозга, что потребовало дополнительных ре-
шений по оптимизации трансдукции. Был разработан план 
инъекции препарата Upstaza, содержащего ААВ2-hDDC, в 
область хвостатого ядра c подобранной дозировкой и коор-
динатами введения. Данная проблема является сложнораз-
решимой, поскольку существует погрешность при введе-
нии канюли в области мозга и, кроме того, часть вирусных 
частиц может перемещаться в смежные области мозга, 
введение вне ЦНС не представляется возможным. Напри-
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мер, W.A. Liguore с коллегами (2019) исследовали влияние 
выбранных путей введения рекомбинантного вируса (вну-
трисосудистое и в спинномозговую жидкость) на эффектив-
ность трансдукции целевого вектора в такие области голов-
ного мозга, как лобная и моторная кора, полосатое тело, 
таламус и мозжечок. Для этой задачи был создан вектор 
AAV-PHP.B, представляющий собой ААВ9, содержащий часть 
промотора p41 (1680–1974) и сплайсинговые последова-
тельности ААВ2, с капсидом, имеющим 7-аминокислотную 
вставку (TLAVPFK) между позициями 588 и 589 (Deverman et 
al., 2016). Было установлено, что выбранные пути введения 
препарата вирусных частиц влияют на количество копий 
вирусного генома в клетках. Также существенно различа-
лось количество вирусных геномов при разных дозах вве-
денного препарата. Выяснено, что трансдукция с помощью 
данного вектора одинаково эффективна при внутрисосуди-
стом введении, но снижается при проходе крови через пе-
чень и селезенку и гематоэнцефалический барьер (Liguore 
et al., 2019). Другой проблемой была обозначена потенци-
альная канцерогенность метода доставки, что потребовало 
дополнительных испытаний препарата.

Следует отметить, что одна из проблем безопасности 
терапевтических препаратов на основе ААВ-доставки – их 
потенциальная токсичность для организма человека при 
определенных условиях. Например, в сообщении в “Nature 
Biotechnology” (High-dose AAV gene therapy deaths, 2020) 
отмечаются случаи гепатотоксичности высоких доз пре-
парата AT132 (лечение X-связанной тубулярной миопатии)  
(3 × 1014 вирусных геномов/кг массы тела) у пациентов с ра-
нее отмеченными заболеваниями печени. Данный процесс, 
вероятно, – следствие иммунного CD8 T-клеточного ответа 
на презентацию капсидов ААВ гепатоцитами посредством 
MHC (Kohn et al., 2023). Роль антигенов также могут вы-
полнять неметилированные CpG-участки или трансгенный 
белок. Основными побочными эффектами в таком случае 
выступают тромбальная микроангиопатия или атипический 
гемолитический уремический синдром (Kohn et al., 2023).  
C учетом факта, что от 30 до 70 % взрослого населения обла-
дает иммуногенностью к дтААВ (Kohn et al., 2023), у 59 % об-
наружены NAb (Au et al., 2022). Всего по состоянию на 2022 г. 
зафиксировано 11 летальных исходов вследствие воздей-
ствия терапевтических препаратов на основе ААВ. При этом 
в 30 % клинических испытаний были выявлены тяжелые 
клинические побочные эффекты. Кроме указанных выше 
патологий, отмечено также нейротоксическое воздействие 
терапевтических аденоассоциированных вирусов.

Заключение
В настоящем обзоре рассмотрены основные достижения 
молекулярной биологии, связанные с использованием 
аденоассоциированной вирусной доставки генов, позволя-
ющей надеяться на излечение большего количества забо-
леваний, как наследственных, так и другой этиологии. За по-
следнее десятилетие на рынке появилось семь препаратов 
ААВ-терапии, успешно применяемых для лечения генетиче-
ских заболеваний. Учитывая широкий спектр описываемых 
возможностей модификации вирусных частиц, связанных с 
точной оптимизацией их тропизма в тканях, методами сни-

жения иммуногенности и использования разнообразных 
регуляторных механизмов, можно предположить более 
активное применение метода ААВ-доставки в терапевтиче-
ских и научно-практических целях.
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