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РЕЗЮМЕ

Цель. Оценить риск вертикального переноса аденоассоциированного вирусного вектора химерного се-
ротипа PHP.eB в половые клетки самок мышей на основе разработки оригинального способа получения 
ооцитов мышей, неконтаминированных соматическими клетками и свободными векторными частицами. 

Материалы и методы. Исследуемый вектор вводили внутривенно самкам аутбредных мышей CD-1 в дозе 
5 × 1010 векторных геномов на мышь.  Использовали оригинальную методологию, включающую гормо-
нальную суперовуляцию экспонированных животных, выделение ооцитов, их очистку от контаминиру-
ющих соматических клеток и прямую количественную полимеразную цепную реакцию (ПЦР) на лизиро-
ванных ооцитах. Содержание векторной ДНК в ткани головного мозга, яичников и в ооцитах оценивали  
на 1, 3, 7, 14, 30 и 90-е сут после введения вектора.

Результаты. С использованием разработанного подхода исследована способность к вертикальному пе-
реносу в ооциты мышей аденоассоциированного вирусного вектора химерного серотипа PHP.eB. Уста-
новлено, что несмотря на персистенцию в ткани головного мозга и яичников до 3 мес, векторная ДНК не 
выявляется в ооцитах ни на одном из сроков после введения вектора.

Заключение. Полученные данные демонстрируют отсутствие вертикального переноса в ооциты мышей 
исследуемой генной конструкции. Выявление аденоассоциированного вектора в яичниках при его необ-
наружении в ооцитах подтверждает эффективность разработанной методики получения ооцитов мышей, 
неконтаминированных соматическими клетками.
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ВВЕДЕНИЕ

Генная терапия – передовой инновационный 
способ лечения наследственных, онкологических, 
сердечно-сосудистых, гематологических и других 
заболеваний путем восстановления в клетках функ-
ций дефектных генов или экспрессии новых генов с 
помощью генно-инженерных конструкций на основе 
рекомбинантных нуклеиновых кислот [1, 2]. Прове-
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ABSTRACT

Aim. To assess the risk of germline transmission of an adeno-associated virul vector of the chimeric serotype PHP.
eB into the germ cells of female mice based on the development of an original method for obtaining mouse oocytes 
devoid of somatic cells and free vector particles.

Materials and methods. The vector under study was administered intravenously to female outbred CD-1 mice at 
a dose of 5 × 10¹⁰ vector genomes/mouse using an original technique which included hormonal superovulation of 
exposed animals, oocyte isolation, their purification from contaminating somatic cells, and direct quantitative PCR 
on lysed oocytes. The vector DNA content in the brain tissue, ovaries, and oocytes was assessed on days 1, 3, 7, 14, 
30, and 90 after vector administration. 

Results. Using the developed technique, we examined the ability of the adeno-associated virus vector of the 
chimeric serotype PHP.eB to undergo germline transmission into mouse oocytes. It was established that, despite 
persistence in brain and ovarian tissue for up to 3 months, vector DNA was not detected in oocytes at any time after 
vector administration.

Conclusion. The obtained data demonstrate the absence of germline transmission of the studied genetic construct 
into mouse oocytes. The detection of the adeno-associated vector in the ovaries, despite its absence in oocytes, 
confirms the effectiveness of the developed technique for obtaining mouse oocytes uncontaminated with somatic 
cells.
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дение генной терапии, подобно любой лекарствен-
ной терапии, сопряжено с определенными рисками, 
специфичными природе действующего агента. Для 
генотерапевтических препаратов на основе ДНК, 
предназначенных к проведению терапии in vivo, од-
ним из потенциальных и значимых с точки зрения 
безопасности является риск вертикального (непред-
намеренного) переноса последовательностей век-
торной ДНК в половые клетки [3–5]. Обнаружение 
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способности к вертикальному переносу ограничива-
ет применимость генотерапевтического препарата у 
лиц с репродуктивным потенциалом [6, 7].

Согласно нормативным руководствам, если при 
исследовании биораспределения векторная ДНК в 
гонадах выявляется в трех последовательных вре-
менных точках (персистирует), необходимо прове-
дение дополнительных исследований с целью опре-
деления ее трансдукции непосредственно в половые 
клетки [7–9]. О необратимости трансдукции и, соот-
ветственно, высоком риске вертикального перено-
са свидетельствует персистенция векторной ДНК в 
сперматозоидах в течение более трех циклов сперма-
тогенеза [8, 9]. Выявление векторной ДНК в ооцитах 
на любом из сроков экспозиции рассматривается как 
высокий риск вертикального переноса, поскольку 
воздействию подвергается весь не обновляемый ова-
риальный резерв [8, 9].

Несмотря на строгие нормативные ограничения 
к проведению генной терапии при выявлении риска 
вертикального переноса, на сегодняшний день не 
существует научно обоснованной стандартизован-
ной методологии его оценки. Проблема особенно 
актуальна для женских половых клеток, поскольку 
в отличие от мужских половых клеток оценка риска 
для них может основываться исключительно на дан-
ных доклинических исследований [9]. В руководстве 
EMA отдельно отмечено, что разработка и валида-
ция экспериментальных моделей на животных для 
этих целей является актуальной задачей [9].

Для идентификации целевых последователь-
ностей ДНК в половых клетках рекомендуется ис-
пользование методов амплификации нуклеиновых  
кислот – полимеразной цепной реакции (ПЦР) или 
более чувствительной количественной ПЦР [9]. В 
качестве альтернативы допускается использование 
метода гибридизации in situ или иммуногистохимии 
при надлежащем подтверждении их чувствитель-
ности и надежности [9]. Однако эти методы затрат-
ны, трудоемки и плохо поддаются стандартизации. 
Основным недостатком методов, основанных на 
ПЦР, является высокий риск ложноположитель-
ных результатов вследствие контаминированности 
половых клеток при стандартных методах выде-
ления свободными векторными частицами и (или) 
соматическими клетками – сперматозоидов клетка-
ми эпидидимиса и семявыводящих путей, ооцитов 
кумулюсными клетками ооцит-кумулюсного ком-
плекса. В случае ооцитов анализ усложняется также 
крайне малым количеством клеточного материала 
для анализа.

Целью настоящего исследования явилась оценка 
риска вертикального переноса аденоассоциирован-

ного вирусного вектора химерного серотипа PHP.eB 
в половые клетки самок мышей на основе разработки 
оригинального способа получения ооцитов мышей, 
неконтаминированных соматическими клетками и 
свободными векторными частицами.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Получение векторных частиц

В работе был использован рекомбинантный аде-
ноассоциированный вирус rAAV9PHPeB-CASI-Luc, 
представляющий собой ААВ химерного серотипа 
PHP.eB, полученный в лаборатории доктора Вивиа-
ны Градинару [10] и несущий ген люциферазы свет-
лячка под контролем модифицированного промото-
ра куриного бета-актина (CASI).

Препарат rAAV9PHPeB-CASI-Luc получали с ис-
пользованием плазмид pAAV-CASI-Luc, pAAV2/9-
PHPeB и pHelper Vector (Cell Biolabs, США). 
pAAV-CASI-Luc получали при помощи синтеза по-
следовательности промотора CASI вместе с сайтами 
клонирования и последовательностью WPRE и сиг-
нала полиаденилирования в ЗАО «Евроген» (Россия) 
и последующим клонированием синтезированной 
последовательности в плазмиду pAAV-CMV-Vector 
(Cell Biolabs, США) между левым и правым ITR, за-
меняя имеющуюся экспрессионную кассету и даль-
нейшим клонированием кодон-оптимизированной 
последовательности гена люциферазы светлячка, 
использованного нами в предыдущем исследовании 
[11], между последовательностью промотора CASI 
и последовательностью элемента WPRE. Плазмида 
pAAV2/9-PHPeB была получена на основе плазми-
ды pREPCAP2/9 при помощи инсерционного му-
тагенеза методом ПЦР с использованием специфи-
ческих праймеров, для внесения соответствующих 
аминокислотных замен в последовательность белков 
капсида ААВ серотипа 9 [10].

Для получения вектора использовали клеточную 
линию HEK293 (из коллекции клеточных культур 
ФГБУ «НИЦЭМ им. Н.Ф. Гамалеи» Минздрава Рос-
сии). Культивирование и трансфекцию проводили 
в адгезионных условиях при 37 °C и 5%-м CO₂, как 
описано ранее [12, 13]. Очистку вирусных препара-
тов проводили с использованием аффинной хромато-
графии (AC) на сорбенте POROS™ CaptureSelect™ 
AAVX Affinity Resin (Thermo Fisher Scientific, США) 
согласно инструкции производителя. Дополнитель-
ную очистку и замену буфера проводили при помо-
щи эксклюзионной хроматографии (SEC) на колон-
ке ХК 26/100, упакованной сорбентом Superdex 200 
(Cytiva, США). Финальное формулирование вектора 
проводили на центрифужных концентраторах 100 
кДа Amicon Ultra-15 (Merck, США). Оценку количе-
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ства вирусных геномов в препарате проводили, как 
описано ранее [11–13].

Работа с лабораторными животными
Исследование проводилось на половозрелых сам-

ках аутбредных мышей CD-1 массой 20–22 г в воз-
расте 8–9 нед, полученных из питомника Научного 
центра биомедицинских технологий Федерального 
медико-биологического агентства, филиал «Андре-
евка». Животные содержались в условиях вивария 
ФИЦ оригинальных и перспективных биомедицин-
ских и фармацевтических технологий при 12-ча-
совом световом цикле, свободном доступе к воде 
и стандартному полнорационному корму. Условия 
содержания животных и работы с ними соответство-
вали требованиям Директивы 2010/63/EU Европей-
ского парламента и Совета ЕС о защите животных, 
используемых в научных целях, и рекомендацией  
№ 33 Евразийской экономической комиссия от 14 но-
ября 2023 г. «Руководство по работе с лабораторны-
ми (экспериментальными) животными при проведе-
нии доклинических (неклинических) исследований».

Введение вектора мышам
Суспензию векторных частиц в дозе 5 × 1010 век-

торных геномов на мышь в объеме 50 мкл вводили 
мышам в латеральную хвостовую вену со скоростью 
70 мкл/мин с помощью шприцевой помпы MD‐1001 
BASi Bee Baby syringe drive (BASi Corporate 
Headquarters, США).

Было сформировано семь групп по 5–6 мышей в 
каждой: I (контрольная), II (1 сут после введения), III 
(3 сут после введения), IV (7 сут после введения), V 
(14 сут после введения), VI (1 мес после введения) 
и VII (3 мес после введения). Мышам группы II за 
48 ч до инъекции вектора вводили гонадотропин 
сыворотки жеребых кобыл (ГСЖК, Folligon, MSD 
Animal Health, Голландия) в дозе 5 МЕ/мышь. Через 
7 ч после инъекции вектора мышам вводили хори-
онический гонадотропин человека (ХГЧ, PG600, 
MSD Animal Health, Голландия) в дозе 5 МЕ/мышь 
и подвергали эвтаназии через 17 ч. Мышам группы 
III ГСЖК вводили одновременно с инъекцией векто-
ра. Через 55 ч мышам вводили хорионический гона-
дотропин (ХГЧ) и подвергали эвтаназии через 17 ч. 
Мышам групп I, IV, V, VI и VII за 65 и 17 ч до эвта-
назии вводили, соответственно, ГСЖК и ХГЧ.

Выделение и очистка ооцитов
Животных умерщвляли дислокацией шейных 

позвонков. Яичники с яйцеводами переносили в на-
несенные на чашку Петри капли среды М2 (Sigma-
Aldrich, США) и под стереомикроскопом (Stemi DV4, 
Carl Zeiss, Германия) c помощью препаровальной 

иглы вскрывали ампулы яйцеводов. Для денудации 
вышедшие в ооцит-кумулюсном комплексе ооциты 
микрокапиллярной пипеткой (EZ-Grip, RI, Велико-
британия) переносили в каплю (100 мкл) среды, со-
держащую 150 МЕ/мл гиалуронидазы Тип II (Sigma, 
США), и инкубировали 20 мин при комнатной 
температуре. Ооциты отмывали от фермента и ку-
мулюсных клеток путем последовательного перено-
са через 6–8 капель свежей среды M2. Для удаления 
зоны пеллюцида ооциты инкубировали в 0,025%-м  
растворе коллагеназы Тип I (Sigma-Aldrich, США) 
в течение 20 мин с последующей последовательной 
отмывкой от фермента в 6–8 каплях среды М2.

Для финальной очистки от кумулюсных клеток 
ооциты переносили в нижнюю часть капли Percoll 
(Sigma-Aldrich, США) различной концентрации 
(10–70%) на чашке Петри и аккуратно круговыми 
движениями кончика микрокапилляра перемешива-
ли (рис. 1). После всплытия на поверхность капли (в 
течение ~10 мин) ооциты отбирали и переносили в 
свежую каплю Percoll и процедуру повторяли. После 
ооциты отмывали в капле фосфатно-солевого буфе-
ра (рН 7,4), переносили в минимальном объеме бу-
фера в микропробирки, замораживали и хранили при 
–20 °C до проведения ПЦР в реальном времени. Для 
определения контаминированности соматическими 
клетками часть ооцитов фиксировали, окрашивали 
и микроскопировали в соответствии с ранее описан-
ной методикой [14]. 

Из яичников с яйцеводами после высвобождения 
ооцит-кумулюсных комплексов выделяли тотальную 
ДНК с использованием набора D-Tissues (компания 
«Биолабмикс», Россия). Концентрацию выделенной 
ДНК в пробах определяли с помощью набора dsDNA 
BR kit на минифлуориметре Qubit 4 (Thermo Fisher 
Scientific, США). ДНК замораживали и хранили 
при –20 °C до проведения ПЦР в реальном времени  
(рис. 1).

Проведение ПЦР в реальном времени
Для детекции последовательностей ДНК исполь-

зовали метод прямой ПЦР на лизированных ооцитах 
[15]. Для этого микропробирки с суспензией ооцитов 
размораживали, вносили равный объем лизирующего 
раствора (500 мкг/мл полиадениловой кислоты, 20 мМ  
EDTA-Na2, 500 мМ дитиотреитола и 1% N-лаурил-
саркозина) и инкубировали при 37 °С в течение  
30 мин. После лизат тщательно ресуспендировали и 
использовали для ПЦР. Для определения эффектив-
ности прямой ПЦР на лизированных ооцитах прово-
дили реакцию на последовательность генов ядерной 
(Ptger2) и митохондриальной ДНК (Cox-1) мыши. 
Последовательности праймеров приведены в табл. 1.
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На амплификаторе QuantStudio 5 (Thermo Fisher 
Scientific, США) проводили ПЦР в реальном време-
ни. Реакционная смесь включала 1Х смеси qPCRmix-
HS LowROX (ЗАО «Евроген», Россия), 2 мкМ SYBR 

Рис. 1. Сепарация ооцитов и кумулюсных клеток в капле 
Percoll. На чашку Петри из полистирола наносится капля 
(100 мкл) раствора Percoll, в нижнюю часть которой пере-
носят ооциты. Кончиком микрокапилляра, расположив его 
под углом ~60°, аккуратно круговыми движениями ооциты 
распределяют по всей нижней части капли. Через ~10 мин 

с поверхности капли отбирают всплывшие ооциты

Т а б л и ц а  1
Использованные в исследовании праймеры для ПЦР в реальном времени

Ген Последовательности праймеров Длина продукта, п.о. 

Ptger2 прямая 5ʹ-CCTGCTGCTTATCGTGGCTG-3ʹ 186 обратная 5ʹ-GCCAGGAGAATGAGGTGGTC-3ʹ

Cox-1 прямая 5ʹ-ATTACAGCCGTACTGCTCCTAT-3ʹ 150 обратная 5ʹ-CCCAAAGAATCAGAACAGATGC-3ʹ

Luc прямая 5ʹ-GAGGCGAACTGTGTGTGAGA-3ʹ 149 обратная 5ʹ-GTGTTCGTCTTCGTCCCAGT-3ʹ

Температурно-временной профиль реакции: 
антиконтаминационная обработка – 2 мин; 95 °C –  
5 мин; 40 циклов: (95 °C – 15 с, 62 °C – 15 с, 72 °C – 
15 с); кривая плавления 65 – 95 °C – 1 мин (режим 
HRM – 20 чтений на 1 °C). Количество копий век-
торного генома на мкг тотальной ДНК (яичники) или 
на гаплоидный геном (ооциты) определяли на осно-
ве калибровочной кривой, построенной с использо-
ванием контрольных растворов с известной концен-
трацией вектора. Эффективность ПЦР вычисляли 
по формуле, приведенной выше. Влияние матрицы 
(matrix effect) и показатель извлечения (recovery) 
определяли в соответствии с рекомендациями [16]. 
Амплификацию целевой последовательности ДНК 
подтверждали по кривой плавления продукта.

РЕЗУЛЬТАТЫ 
У лабораторных мышей в зависимости от линии 

и возраста за один эстральный цикл овулирует 8– 
12 ооцитов [17]. Для получения большего количества 

ооцитов проводят гормональную суперовуляцию по-
следовательным введением ГСЖК, стимулирующе-
го рост фолликул, и ХГЧ, возобновляющего мейоти-
ческое деление ооцитов и вызывающего овуляцию 
[15]. У самок мышей CD-1 в условиях суперовуля-
ции количество овулировавших ооцитов составило 
20,1 ± 6,4 на мышь.

При стандартной процедуре выделения после 
денудации суспензии ооцитов с сохранной зоной 
пеллюцида содержат большое количество кумулюс-
ных клеток (рис. 2, а). Удаление зоны пеллюцида с 
последующей многократной отмывкой значитель-
но снижает контаминацию, однако полностью очи-
стить суспензию от кумулюсных клеток не удается 
(рис. 2, b), поскольку отбор и перенос ооцитов ми-
крокапилляром производится в небольшом количе-
стве среды или буфера. В работе H. Okada и соавт. 
[18] для очистки оплодотворенных in vitro ооцитов 
и двухклеточных эмбрионов мыши от кумулюсных 
клеток и сперматозоидов был предложен метод цен-

Green I, по 500 нМ прямого и обратного праймеров 
(ДНК-синтез, Россия), 5 мкл суспензии лизирован-
ных ооцитов или 4 нг выделенной из яичников ДНК 
(контроль ПЦР). 

Температурно-временной профиль реакции:  
98 °C – 1 мин; 35 циклов (98  °C – 10 с, 61°C – 30 с, 
72°C – 15 с); кривая плавления 65–95°C – 1 мин (ре-
жим HRM – 20 чтений на 1°C). Эффективность ПЦР 
(Е, %) рассчитывали по формуле:

E = (10^(–1/а) – 1) × 100,
где а – наклон линии регрессии, описывающей зави-
симость порогового цикла Cq от логарифма количе-
ства ооцитов в реакции (5, 10, 20, 40, 80 и 160 ооци-
тов в реакции).

Для выявления векторной ДНК в яичниках и  
ооцитах использовали праймеры, специфичные к 
последовательности клонированного в вектор гена 
люциферазы (см. табл. 1). 

Реакционная смесь включала 1Х смеси БиоМа-
стер UDG HS-qPCR Lo-ROX SYBR (2×) (компания 
«Биолабмикс», Россия), по 600 нМ прямого и обрат-
ного праймеров («ДНК-синтез», Россия), 4 нг выде-
ленной из яичников ДНК или 5 мкл суспензии лизи-
рованных ооцитов. 
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трифугирования в 22,5%-м растворе Percoll. Данный 
подход оказался неприменим в случае неоплодот-
воренных ооцитов с удаленной зоной пеллюцида 
– центрифугирование в Percoll приводило к потере 
>90% ооцитов вследствие их механического разру-
шения (собственные данные).

В настоящей работе был апробирован подход, 
предполагающий сепарацию ооцитов и кумулюсных 
клеток за счет различий в плавучести в капле Percoll 
(см. рис. 1). В 10%, 20%, 30% и 40%-м Percoll ооциты 
оставались в нижней части капли, тогда как в 50%, 
60% и 70%-м Percoll в течение ~10 мин всплывали 

и удерживались на поверхности капли. Кумулюсные 
клетки во всех растворах Percoll оставались в ниж-
ней части капли. Отбор ооцитов с поверхности капли 
микрокапилляром оказался наиболее удобным при 
использовании 70%-го Percoll, что обусловлено сни-
жением поверхностного натяжения раствора Percoll 
с увеличением его плотности. Для оценки контами-
нации провели серию из четырех экспериментов с 
очисткой ооцитов в 70%-м Percoll (суммарно на 119 
ооцитах). Ни в одном случае на микропрепаратах оо-
цитов после их очистки кумулюсные клетки не обна-
руживались (рис. 2, с).

Рис. 2. Цитогенетические препараты ооцитов мыши: а – без удаления зоны пеллюцида, b – после удаления зоны пеллю-
цида, с – после отмывки в 70%-м растворе  Percoll; О – ооцит (метафаза MII), КК – кумулюсные клетки. Окраска Hoechst 

33258; ×400

а                                                         b                                                          с

Ввиду ограниченного количества материала тра-
диционные методы выделения ДНК для проведения 
ПЦР в случае ооцитов мало применимы. Подходом 
для определения последовательностей ДНК (или 
РНК) в ооцитах может служить проведение прямой 
ПЦР непосредственно на лизированных клетках. Та-
кой подход позволяет анализировать весь пул выде-
ленных клеток без потерь, что повышает точность 
и чувствительность детекции. Был использован 
предложенный S. Tsuchiya и соавт. [15] «spanning» 
протокол, предусматривающий лизирование клеток 
и депротеинизацию ДНК детергентом N-лаурилсар-
козином в концентрации, не ингибирующей ПЦР. 

Авторами была показана высокая эффективность и 
низкая доля (%) ложных реакций при использовании 
протокола для амплификации участков ДНК в еди-
ничных бластомерах и лимфоцитах.

Эффективность амплификации для лизата оо-
цитов составила 98,2 и 90,3%, соответственно, для 
генов митохондриальной (Cox-1) и ядерной ДНК 
(Ptger2). Более высокая эффективность и ранние 
пороговые циклы амплификации гена Cox-1 обу-
словлены большим количеством копий митохондри-
альной ДНК (200–400 тыс.) в зрелых ооцитах [19]. 
ПЦР на ген Ptger2 была линейной (R2 = 0,975) при 
количестве ооцитов в реакции от 5 до 160 (рис. 3). 

Рис. 3. Кривые амплификации ДНК из 
яичников на ген Ptger2 (1), лизата ооци-
тов на ген Cox-1 (2), ДНК из яичников 
на ген Cox-1 (3), лизата ооцитов на ген 
Ptger2 (4): по оси Х – цикл амплифика-
ции (cycle), по оси Y – нормированное 
изменение флуоресцентного сигнала на 
каждом цикле амплификации (ΔRn). Во 
врезке кривая зависимости порогового 
цикла от логарифма количества ооцитов 
в реакции для гена Ptger2 (приведены 
наклон линии регрессии (slope), коэф-
фициент корреляции (R2) и эффектив-

ность реакции (Е))

10

1

0,1

0,01

0,001

ΔR
n

    2       4       6       8     10    12    14     16     18    20     22    24     26    28     30    32     34     36    38    40
Cycle 

Бюллетень сибирской медицины. Бюллетень сибирской медицины. 2026; 25 (1)2026; 25 (1): : 86–9586–95



92

При количестве ооцитов менее 5 линейность реак-
ции значимо снижалась, хотя идентифицируемый по 
кривой плавления продукта сигнал выявлялся при 
трех ооцитах в реакции, что соответствует теорети-
чески достижимой чувствительности метода количе-
ственной ПЦР [16, 20].

Содержание векторной ДНК на различных сроках 
после введения вектора было схожим в ткани яични-
ков и головного мозга мышей (рис. 4). На 1-е и 3-и 
сут копии векторных геномов выявлялись у всех экс-
понированных животных, на 7-е сут –  у 5 из 6. Перси-
стенция вектора в обеих тканях наблюдалась вплоть 
до 3 мес после введения. Ни у одного из животных 
векторная ДНК в ооцитах не обнаруживалась.

скими клетками, помимо трансзональных проек-
ций, осуществляется посредством циркулирующих 
в фолликулярной жидкости внеклеточных везикул 
(EVs), которые могут переносить в ооцит крупные 
молекулы и вирусы [21, 26]. Так, способность к вер-
тикальному переносу в ооциты и эмбрионы человека 
установлена для вируса гепатита В [27]. Указанное в 
совокупности свидетельствует о потенциальном ри-
ске вертикального переноса в женские половые клет-
ки вирусных и невирусных векторов и определяет 
необходимость разработки методологических под-
ходов к его оценке. Для этой цели нами разработана 
и апробирована оригинальная методология, вклю-
чающая гормональную суперовуляцию экспониро-
ванных вектором животных, выделение ооцитов, их 
очистку в капле Percoll и прямую количественную 
ПЦР лизированных ооцитов.

Проведение гормональной суперовуляции явля-
ется важным этапом осуществления исследования. 
Эстральный цикл у мышей длится 4–5 сут и завер-
шается овуляцией 8–12 ооцитов [15]. При гормо-
нальной стимуляции овуляция синхронизируется, 
позволяя получить в узком временном промежутке 
увеличенное количество ооцитов. Для максималь-
ной эффективности рекомендуется спланировать 
эксперимент так, чтобы на момент индукции супе-
ровуляции животные находились в фазе диэструса, 
когда яичники наиболее восприимчивы к гормональ-
ной стимуляции [28]. Помимо повышенного выхода 
ооцитов при суперовуляции происходит более чем 
2-кратное увеличение размеров яичников и яйцево-
дов, что значительно упрощает их визуальную иден-
тификацию и изъятие при некропсии.

Зрелые ооциты содержат значительное количе-
ство липидов в виде триглицеридов липидных ка-
пель и фосфолипидов мембран, суммарно состав-
ляющих от 10 до 30% сухой массы ооцита [29]. Это 
свойство, наряду с низкой плотностью цитоплазмы 
и большим размером, обеспечивает ооцитам плаву-
честь в растворах Percoll высоких концентраций, в 
которых соматические клетки и свободные частицы 
остаются неподвижными. Очистка в капле Percoll 
полностью удаляет контаминирующие ооциты ку-
мулюсные клетки. Как отмечено выше, векторы спо-
собны трансдуцировать кумулюсные клетки, что мо-
жет приводить к ложноположительным результатам. 
Проведение прямой количественной ПЦР без этапа 
выделения ДНК позволяет избежать потерь матери-
ала, что повышает точность и чувствительность ана-
лиза и снижает вероятность ложноотрицательных 
результатов [15, 16].

С использованием разработанной методологии 
был исследован ААВ химерного серотипа PHP.eB, 

Рис. 4. Содержание векторных геномов (вг) в яичниках и 
головном мозге мышей: цифрами указано количество мы-
шей, у которых обнаружена векторная ДНК, к общему ко-

личеству мышей в группе
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ОБСУЖДЕНИЕ
Незрелые ооциты в примордиальных фоллику-

лах яичников защищены от потенциально опасных 
агентов регулируемым транспортом через базаль-
ную мембрану и слой гранулезных клеток, а также 
отсутствием прямой васкуляризации [21]. По мере 
созревания ооцитов, сопровождающегося струк-
турными и транспортными изменениями фолликул, 
происходит последовательное формирование ге-
матофолликулярного барьера, включающего зону 
пеллюцида и кумулюсные клетки ооцита, гранулез-
ные и текальные клетки антрума [21]. Теоретически 
«молекулярное сито» гематофолликулярного барье-
ра непроницаемо для вирусных векторов в виду их 
значительных размеров (полная масса вириона >5 
МДа) [22]. Вместе с тем установлено, что ААВ мо-
гут проходить через зону пеллюцида и трансдуциро-
вать предимплантационные зародыши [23, 24]. При 
инъекции в строму яичников ААВ способны про-
ходить через гематофолликулярный барьер путем 
трансцитоза и трансдуцировать окружающие ооцит 
кумулюсные клетки [25]. В антральных фолликулах 
межклеточный обмен между ооцитом и соматиче-
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способный эффективно преодолевать гематоэнцефа-
лический барьер и трансдуцировать клетки головно-
го и спинного мозга мышей. Выбор синтетического 
капсида ААВ был обусловлен тем, что в настоящее 
время инженерия ААВ активно развивается и с каж-
дым годом появляется все больше вариантов ис-
кусственно созданных химерных серотипов ААВ, 
обладающих направленным тропизмом к опреде-
ленным клеткам и тканям [30], а в 2024 г. препарат 
BEQVEZ™ (fidanacogene elaparvovec-dzkt) на основе 
химерного серотипа rh74var был одобрен для тера-
пии гемофилии Б. 

Таким образом, исследование тропизма и биорас-
пределения химерных серотипов ААВ представля-
ет особый научный интерес. Накоплено достаточно 
много данных об эффективности химерных капсидов 
семейства PHP для проникновения через гематоэн-
цефаллический барьер у различных видов животных 
и даже линий мышей [31], однако данных о возмож-
ности таких химерных серотипов ААВ трансдуциро-
вать ооциты и осуществлять вертикальный перенос 
не представлено. В настоящем исследовании иссле-
дуемый вектор персистировал до 3 мес как в целевой 
ткани головного мозга, так и в яичниках, однако в 
ооцитах векторная ДНК не выявлялась ни на одном 
сроке экспозиции. Данные свидетельствуют о низ-
ком риске вертикального переноса в женские поло-
вые клетки ААВ химерного серотипа PHP.eB.

ААВ обладают высоким тропизмом к ткани яични-
ков [32]. J. Zhao и соавт. исследовали биораспределе-
ние ААВ серотипа 9 у мышей методом высокоточной 
in situ гибридизации RNAscope® [33]. После внутри-
венного введения векторная ДНК обнаруживалась в 
мозговом веществе и желтом теле яичников, в текаль-
ных клетках фолликул, но не в ооцитах. Вводимый 
внутривенно или в селезенку ААВ серотипа 2 детек-
тировался в яичниках и семенниках мышей, но не пе-
редавался их потомству [34]. ААВ  серотипа 8 перси-
стировал в яичниках мышей в течение 150 сут после 
внутривенного введения [35]. Методом гибридизации 
in situ векторная ДНК была выявлена в ооцитах. Вме-
сте с тем исследование потомства экспонированных 
вектором самок не подтвердило риска вертикального 
переноса, что ставит вопрос о точности и надежности 
для его оценки метода in situ гибридизации.

Таким образом, на сегодняшний день имеются 
лишь единичные исследования по оценке риска вер-
тикального переноса вирусных и невирусных векто-
ров в женские половые клетки, что очевидно связано 
с методологическими сложностями проведения та-
ких исследований. Для этих целей может быть ис-
пользована разработанная и описанная нами в насто-
ящей работе методология.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Разработана и с использованием ААВ химерного 

серотипа PHP.eB апробирована оригинальная мето-
дология доклинической оценки риска вертикального 
(непреднамеренного) переноса генетических кон-
струкций в половые клетки самок мышей. Методо-
логия основана на методе прямой количественной 
ПЦР, обладает высокой чувствительностью, точ-
ностью и относительно низкой трудоемкостью, не 
требует специализированного оборудования и мате-
риалов. Может быть интегрирована в исследование 
биораспределения и при соответствующей адапта-
ции использована в экспериментах на других видах 
млекопитающих. 
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