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Аннотация
Цели. Получить и сравнить эффективность трех вариантов rAAV, экспрессирующих ген модифицированного однодоменного 
антитела B11-Fc, специфичного к ботулиническому токсину типа А (BoNT/A) — rAAV-DJ-CMV-B11-Fc, rAAV-DJ-CASI-B11-Fc 
и scAAV-DJ-CMV-B11-Fc.
Методы. Для создания целевых конструкций и получения rAAV использовали систему AAV-DJ Packaging System (Cell Biolabs, 
США). Экспрессию гена антитела B11-Fc в составе полученных rAAV оценивали in vitro (клеточные линии HEK293, CHO-S 
и C2C12) и in vivo (мыши линии BALB/c) при помощи биослойной интерферометрии. Защитные свойства препаратов изучали 
на модели летальной интоксикации мышей BoNT/A.
Результаты. Препарат rAAV-DJ-CMV-B11-Fc показал высокий уровень продукции антитела B11-Fc как in  vitro, так 
и  in  vivo без значимого снижения концентрации в  течение как минимум 6  месяцев. Препараты rAAV-DJ-CASI-B11-Fc 
и scAAV-DJ-CMV-B11-Fc показали сравнимый уровень продукции B11-Fc как in vitro и in vivo, за исключением клеток C2C12, 
где rAAV-DJ-CASI-B11-Fc показал самую высокую эффективность. При изучении защитной активности препаратов против ле-
тальной дозы BoNT/A продемонстрировано, что в первые двое суток rAAV-DJ-CASI-B11-Fc и scAAV-DJ-CMV-B11-Fc обладают 
более выраженной активностью по сравнению с rAAV-DJ-CMV-B11-Fc. Однако на более поздних сроках, начиная с 3 месяца, 
препарат rAAV-DJ-CMV-B11-Fc демонстрирует наиболее выраженную защиту против высоких доз BoNT/A.
Выводы. Полученные в  ходе исследования данные показывают, что для индукции защиты от  BoNT/A на  ранних сроках 
(24–48 ч) после введения следует применять препарат rAAV-DJ-CASI-B11-Fc, тогда как для индукции защиты от максимально 
высоких доз BoNT/A в долгосрочной перспективе следует использовать rAAV-DJ-CMV-B11-Fc. Исследования специфической 
активности препаратов на более поздних сроках после введения продолжаются.
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Abstract
Objectives. To obtain and compare the efficiency of three recombinant adeno-associated virus (rAAV) variants expressing the gene of the 
modified single-domain antibody B11-Fc specific to botulinum toxin type A (BoNT/A): rAAV-DJ-CMV-B11-Fc, rAAV-DJ-CASI-B11-Fc, 
and scAAV-DJ-CMV-B11-Fc.
Methods. The AAV-DJ Packaging System (Cell Biolabs, USA) was used to create target constructs and obtain rAAV. Expression of the 
B11-Fc antibody gene in the obtained rAAV was assessed in vitro (HEK293, CHO-S, and C2C12 cell lines) and in vivo (BALB/c mice) 
using biolayer interferometry. The protective properties of the drugs were investigated on the model of lethal intoxication of mice with 
BoNT/A.
Results. The rAAV-DJ-CMV-B11-Fc drug demonstrated a  high level of  B11-Fc antibody production both in  vitro and in  vivo 
without a  significant decrease in  concentration for at  least 6  months. Comparable levels of  B11-Fc production were demonstrated 
by rAAV-DJ-CASI-B11-Fc and scAAV-DJ-CMV-B11-Fc drugs in both in vitro and in vivo studies, with the exception of C2C12 cells, 
where rAAV-DJ-CASI-B11-Fc demonstrated the highest efficacy. When investigating the protective activity of  the drugs against 
a lethal dose of BoNT/A, it was found that rAAV-DJ-CASI-B11-Fc possessed more pronounced activity in the first two days following 
administration as compared to rAAV-DJ-CMV-B11-Fc. However, at later stages, starting from 3 months, the rAAV-DJ-CMV-B11-Fc 
drug product demonstrated the most pronounced protection against high doses of BoNT/A.
Conclusions. The obtained data show that rAAV-DJ-CASI-B11-Fc should be used for the induction of protection against BoNT/A 
at  early stages (24–48  h) after administration, whereas for protection against the highest doses of  BoNT/A in  the long term, 
rAAV-DJ-CMV-B11-Fc should be  used. Studies into the specific activity of  the drugs at  later stages after administration are still 
ongoing.
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ВВЕДЕНИЕ

Векторы на  основе аденоассоциированного виру-
са  (rAAV) являются превосходным инструментом 
не  только для создания средств генной терапии, 
но  и  для создания средств профилактики инфекци-
онных заболеваний, основанных на пассивной гене-
тической иммунизации. Данный принцип построен 
на доставке и длительной экспрессии в организме ге-
нов нейтрализующих антител, специфичных к опре-
деленному патогену. Такой подход показал свою 
эффективность для создания средств профилакти-
ки гриппа, COVID-19, ВИЧ инфекции и  др.  [1,  2]. 
Эффективность препаратов для пассивной генетиче-
ской иммунизации на основе rAAV во многом зависит 
от дизайна генетической конструкции, обеспечиваю-
щей экспрессию гена нейтрализующего антитела.

В  предыдущем исследовании нами был полу-
чен rAAV, обеспечивающий долгосрочную экспрес-
сию гена нейтрализующего модифицированного 
однодоменного антитела B11-Fc1 (rAAV-B11-Fc). 
Экспериментально установлено, что однократное 
введение rAAV-B11-Fc обеспечивает полную защиту 
животных от летальной дозы ботулинического ней-
ротоксина серотипа А с сохранением протективного 
эффекта на протяжении как минимум 120 суток [3]. 
Настоящее исследование является продолжением 
указанной работы и  сосредоточено на  подборе оп-
тимальной генетической конструкции для доставки 
и  экспрессии гена антитела B11-Fc в  составе rAAV 
и разработке прототипа кандидатного препарата для 
генетической пассивной иммунизации и  профилак-
тики ботулизма.

Таким образом, целью данной работы является 
получение и  сравнение эффективности трех вари-
антов rAAV-конструкций, экспрессирующих ген 
антитела B11-Fc, специфичного к  ботулиническому 
токсину типа A (BoNT/A) — rAAV-DJ2-CMV-B11-Fc, 
rAAV-DJ-CASI-B11-Fc, scAAV-DJ-CMV-B11-Fc. 
rAAV-DJ-CMV-B11-Fc является препаратом, использо-
ванным нами ранее [3], несущим ген модифицирован-
ного однодоменного антитела B11-Fc [4] под контро-
лем CMV-промотора (Cytomegalovirus promoter). Для 
удобства и понимания в данной работе он был назван 

1	 B11-Fc — однодоменное антитело, модифицированное Fc-фрагментом IgG1 человека. [B11-Fc is a single-domain antibody modified 
with a human IgG1 Fc fragment.]

2	 rAAV-DJ — рекомбинантный адено-ассоциированный вирус (recombinant Adeno-Associated Virus) с капсидом типа DJ, который яв-
ляется синтетическим (химерным) серотипом, созданным путем смешения ДНК (DNA shuffling) из восьми различных природных 
серотипов AAV. [rAAV-DJ is recombinant Adeno-Associated Virus (rAAV) with a DJ-type capsid, which is a synthetic (chimeric) serotype 
created by DNA shuffling from eight different natural AAV serotypes.]

3	 CASI-промотор — синтетический (химерный) промотор. Он состоит из энхансера CMV, куриного β-актинового промотора (CAG) 
и энхансера UbC. [CASI-promoter is a synthetic (chimeric) promoter. It consists of the CMV enhancer, the chicken β-actin promoter (CAG), 
and the UbC enhancer.]

rAAV-DJ-CMV-B11-Fc. rAAV-DJ-CASI-B11-Fc — кон-
струкция, аналогичная по  структуре, но  включаю-
щая CASI3-промотор  — синтетический гибридный 
промотор, содержащий элементы CMV, куриного 
β-актина и интрона UbC (Ubiquitin C), а также WPRE 
(woodchuck hepatitis virus posttranscriptional regulatory 
element), который усиливает стабильность и уровень 
экспрессии мРНК. scAAV-DJ-CMV-B11-Fc  — само-
комплементарная форма вектора, экспрессирующая 
ген B11-Fc под контролем промотора CMV.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Получение препаратов rAAV. Препарат 
rAAV-DJ-CMV-B11-Fc был получен с  использо-
ванием плазмид, как описано ранее  [3]. Препарат 
rAAV-DJ-CASI-B11-Fc получали с  использованием 
плазмид pAAV-CASI-B11-Fc, pAAV-DJ-vector (Cell 
Biolabs, США) и pHelper Vector (Cell Biolabs, США). 
Препарат pAAV-CASI-B11-Fc получали при помо-
щи синтеза последовательности промотора CASI 
вместе с сайтами клонирования и последовательно-
стью WPRE и  сигнала полиаденилирования в  ЗАО 
«Евроген» (Россия) c последующим клонированием 
синтезированной последовательности между ле-
вым и  правым инвертированными терминальными 
повторами (inverted terminal repeats, ITR), заменяя 
имеющуюся экспрессионную кассету. Препарат 
scAAV-DJ-CMV-B11-Fc получали с  использованием 
плазмид pscAAV-CMV-B11-Fc, pAAV-DJ-vector (Cell 
Biolabs, США) и pHelper Vector (Cell Biolabs, США). 
Плазмиду pscAAV-CMV-B11-Fc получали при помо-
щи клонирования последовательности гена B11-Fc 
в плазмиду pscAAV-MCS (Cell Biolabs, США).

Для получения rAAV-векторов использовали 
клеточную линию Human Embryonic Kidney 293  
(HEK293) (из коллекции клеточных культур  
ФГБУ «НИЦЭМ им. Н.Ф. Гамалеи» Минздрава 
России). Культивирование и трансфекцию проводи-
ли в адгезионных условиях при 37°C и 5% CO2, как 
описано ранее [3, 5]. Очистку вирусных препаратов 
проводили с использованием аффинной хроматогра-
фии  (AC) на  сорбенте POROS CaptureSelect  AAVX 
Affinity Resin (Thermo Fisher Scientific, США) согласно 
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инструкции производителя. Дополнительную очист-
ку и замену буфера проводили при помощи эксклю-
зионной хроматографии (SEC) на колонке ХК 26/100, 
упакованной сорбентом Superdex 200 (Cytiva, США). 
Финальное формулирование препаратов прово-
дили на  центрифужных концентраторах 100  кДа 
Amicon Ultra-15  (Merck, США). Количество и каче-
ство полученных препаратов изучали, как описа-
но [5].

Изучение специфической активности препара-
тов rAAV in vitro. Клетки HEK293, CHO-S (адапти-
рованные для культивирования в суспензии без сы-
воротки клетки китайского хомячка, Chinese hamster 
ovary [suspension]) (Thermo Fisher Scientific, США, 
кат. № R80007) и C2C12 (миобластная клеточная ли-
ния самки мыши C3H) (ATCC® CRL-1772™) трансду-
цировали дозой 105 гк/клетку. Через 96 и 144 ч собира-
ли образцы культуральной жидкости. Концентрацию 
B11-Fc в культуральной жидкости определяли мето-
дом биослойной интерферометрии (BLI), при помо-
щи прибора OctetRED96e  System (Fortebio, США) 
и сенсоров Anti-Human IgG Fc (Fortebio, США).

Изучение специфической активности препа-
ратов rAAV in vivo. Самкам мышей инбредной ли-
нии BALB/c (6 недель, 18–20 г) (ФГБУН «Научный 
центр биомедицинских технологий» ФМБА 
России, филиал «Андреевка») вводили rAAV в дозе 
1011  гк/животное внутримышечно. Кровь отбира-
ли в  ключевые временные точки. Концентрацию 
B11-Fc в  сыворотке определяли аналогично как 
в  эксперименте in  vitro. Изучение защитной актив-
ности препаратов против BoNT/A проводили как 
описано [3, 6]. Содержание проводилось в виварии, 
в  стандартных условиях: поликарбонатные клет-
ки, плотность посадки  — до  5  животных на  клет-
ку. Кормление осуществлялось полнорационным 
гранулированным кормом (ad  libitum) с  доступом 
к воде. Все процедуры выполнялись в соответствии 
с  протоколом, одобренным локальным этическим 
комитетом ФГБУ «НИЦЭМ им. Н.Ф. Гамалеи» (про-
токол № 11 от 25.06.2021 г.).

Статистический анализ. Статистику проводили 
в  программе GraphPad Prism  9.0  (Dotmatics, США) 
Выживаемость анализировали методом Каплана–
Майера с логранговым тестом. Уровень значимости 
p < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Дизайн генетических конструкций 
и получение препаратов rAAV

Цис-действующие элементы rAAV-векторов, вклю-
чая промоторы, определяют уровень, стабильность 

и тканевую специфичность экспрессии. В данной ра-
боте мы исследовали эффективность экспрессии ан-
титела B11-Fc в составе rAAV, несущих три разные 
генетические конструкции: rAAV-DJ-CMV-B11-Fc, 
rAAV-DJ-CASI-B11-Fc, scAAV-DJ-CMV-B11-Fc.

CMV-промотор широко применяется из-за вы-
сокой экспрессии в  различных клетках (например, 
карциномы толстой кишки человека HCT116, коло-
ректальной аденокарциномы DLD-1, клетках мозга 
и  печени)  [7]. Однако он  подвержен эпигенетиче-
скому сайленсингу in  vivo, особенно в  мышечных 
и  печеночных клетках, что ограничивает его дли-
тельную активность и  может вызывать иммунный 
ответ [8–11].

CASI-промотор — синтетический гибрид (CMV, 
β-актин, UBC), устойчив к  метилированию и  обе-
спечивает стабильную экспрессию. В  исследова-
ниях индуцированных плюрипотентных стволовых 
клеток, дифференцированных в  клетки пигментно-
го эпителия сетчатки iPSC-RPE  [12], а  также при 
генной терапии колоректального рака препаратом 
AdC68-цетуксимаб  [13] CASI-промотор демонстри-
ровал высокую и  стабильную экспрессию in  vivo 
и in vitro [14]. Таким образом, по литературным дан-
ным, промотор CASI эффективен для доставки и экс-
прессии трансгена в мышечной ткани.

Самокомплементарные векторы аденоассоци-
ированного вируса scAAV содержат двухцепочеч-
ную ДНК, что, согласно литературным данным, 
позволяет обеспечивать более быстрый и высокий 
уровень экспрессии трансгена  [15–17]. Однако 
scAAV вызывает более выраженный иммунный от-
вет против трансгена  [18,  19]. Также, необходимо 
отметить, что конструкция scAAV-DJ-CMV-B11-Fc 
несет последовательность «кόрового» CMV-промо
тора без энхансера, т.к. эффективная пакующая 
емкость AAV ограничена примерно 5000  нуклео-
тидов, а  при упаковке самокомплементарных ча-
стиц scAAV эта емкость фактически снижена почти 
в  2  раза из-за того, что пакуется смысловая и  ан-
ти-смысловая ДНК вместе, что диктует необходи-
мость сокращения последовательностей регулятор-
ных элементов в конструкции.

Кроме того, все три конструкции содержат раз-
личные интроны, способствующие увеличению 
экспрессии трансгена,  — интрон человеческого  
β-глобина в  конструкции pAAV-DJ-CMV-B11-Fc, 
интрон человеческого убиквитина С  в  конструк-
ции pAAV-DJ-CASI-B11-Fc и малый интрон вируса 
SV40  конструкции pscAAV-DJ-CMV-B11-Fc. Также 
в  конструкции pAAV-DJ-CASI-B11-Fc «вниз по  те-
чению» от трансгена содержится элемент WPRE ви-
руса гепатита сурка, способствующий стабилизации 
мРНК и повышению экспрессии трансгена.
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Таким образом, нами были выбраны 3  наибо-
лее перспективные генетические конструкции для 
доставки и  эффективной экспрессии гена антите-
ла B11-Fc в  составе rAAV. В  работе был использо-
ван синтетический серотип rAAV-DJ, способный 
трансдуцировать широкий спектр различных клеток 
и тканей [10, 20] и использованный нами ранее для 
доставки и экспрессии генов нейтрализующих анти-
тел [2, 3].

Для получения трех препаратов rAAV были ис-
пользованы соответствующие плазмидные конструк-
ции pAAV-DJ-CMV-B11-Fc, pAAV-DJ-CASI-B11-Fc 
и  pscAAV-DJ-CMV-B11-Fc. Схемы генетических 
конструкций показаны на рис. 1.

Препараты rAAV-DJ-CMV-B11-Fc, rAAV-DJ-CASI-B11-Fc, 
scAAV-DJ-CMV-B11-Fc были получены в  культуре 
клеток HEK293  и  очищены при помощи аффинной 
и  эксклюзионной хроматографии. Качество препа-
ратов оценивали при помощи электрофореза в  по-
лиакриламидном геле с  додецилсульфатом натрия 
SDS-PAGE, Western blot и  электронной микроско-
пии. Схема получения препаратов rAAV и  типич-
ные результаты контроля качества представлены  
на рис. 2.

Сравнение экспрессии B11-Fc  
в составе полученных препаратов rAAV 
in vitro и in vivo

Для оценки экспрессии B11-Fc использовали клеточ-
ные линии HEK293, CHO-S и C2C12, трансдуцирован-
ные rAAV-DJ-CMV-B11-Fc, rAAV-DJ-CASI-B11-Fc, 
scAAV-DJ-CMV-B11-Fc и  rAAV-DJ-CMV-EGFP 
(в  качестве  K-). Препарат добавляли из  расчета 
100000  геномных копий на  клетку. Образцы куль-
туральной жидкости отбирали через 96 и 144 ч по-
сле трансдукции. Цитотоксического эффекта при 
трансдукции препаратов в  выбранной дозе не  на-
блюдалось. Анализ с  использованием биослойной 
интерферометрии  (BLI) показал, что уровень про-
дукции B11-Fc зависит от промотора и клеточной ли- 
нии (рис. 3a).

Конструкция rAAV-DJ-CMV-B11-Fc обеспечивала 
высокую экспрессию в клетках CHO-S (до 69.2 мкг/мл  
к 144 ч), тогда как в C2C12 уровень был ниже (6.13 мкг/мл  
на  96  ч). CASI-промотор (rAAV-DJ-CASI-B11-Fc) 
обеспечивал стабильную экспрессию (рис.  3а), осо-
бенно в  клетках миобластов C2C12  (до 19.5  мкг/мл), 
что косвенно подтверждает его эффективность для 
мышечной ткани. scAAV-DJ-CMV-B11-Fc обеспе-
чивал средний уровень экспрессии антитела в клет-
ках CHO-S и  НЕК293, но  самый низкий уровень 
в  C2C12. При этом не  было показано экспрессии 
антитела при трансдукции контрольным вектором 
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Рис. 1. Схематичное изображение полученных 
генетических конструкций, содержащей ген 
модифицированного антитела B11-Fc. 
A: схема pAAV-DJ-CMV-B11-Fc, CMV — 
последовательность полноразмерного промотора CMV 
с энхансером; hβG intron — интрон бета-глобинового 
гена человека; B11-Fc — последовательность, 
кодирующая антитело B11-Fc; hGH poly A — сигнал 
полиаденилирования гормона роста человека; ITR — 
инвертированные терминальные повторы.
B: схема pAAV-DJ-CASI-B11-Fc; CASI — синтетический 
гибридный промотор, содержащий CMV энхансер 
и CβA (куриный β-актин); UbC интрон — интрон 
убиквитина С; B11-Fc — последовательность, 
кодирующая антитело B11-Fc, слитое с Fc-фрагментом; 
WPRE — постранскрипционный регуляторный элемент 
вируса гепатита сурка; poly A — синтетический 
сигнал полиаденилирования; ITR — инвертированные 
терминальные повторы.
C: схема pscAAV-DJ-CMV-B11-Fc, CMV — 
последовательность «кóрового» промотора CMV без 
энхансера; SV40 small T — малый интрон вируса SV40; 
B11-Fc — последовательность, кодирующая антитело 
B11-Fc; SV40 poly A — сигнал полиаденилирования 
SV40; ITR ΔTRS — модифицированный ITR с делецией 
сайта никазы, необходимый для формирования 
самокомплементарной структуры ДНК вектора.

Fig. 1. Schematic representation of the obtained genetic 
constructs containing the gene of the modified antibody B11-Fc.
A: pAAV-DJ-CMV-B11-Fc scheme, CMV is a sequence of the 
full-length CMV promoter with enhancer; hβG intron is an intron 
of the human β-globin gene; B11-Fc is a sequence encoding 
the antibody B11-Fc; hGH poly A is a polyadenylation signal 
of human growth hormone; ITR are inverted terminal repeats.
B: pAAV-DJ-CASI-B11-Fc scheme; CASI is a synthetic 
hybrid promoter containing the CMV enhancer and CβA 
(chicken β-actin); UbC intron is an intron of ubiquitin C; 
B11-Fc is a sequence encoding the antibody B11-Fc, fused 
with the Fc fragment; WPRE is a woodchuck hepatitis virus 
post-transcriptional regulatory element; poly A is a synthetic 
polyadenylation signal; ITR are inverted terminal repeats.
C: pscAAV-DJ-CMV-B11-Fc scheme, CMV is a CMV core 
promoter sequence without enhancer; SV40 small T is a small 
intron of SV40 virus; B11-Fc is a sequence encoding B11-Fc 
antibody; SV40 poly A is an SV40 polyadenylation signal; 
ITR ΔTRS is a modified ITR with nickase site deletion, required 
for formation of self-complementary structure of vector DNA
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(rAAV-DJ-CMV-EGFP). Таким образом, препарат 
rAAV-DJ-CMV-B11-Fc обеспечивает высокий уро-
вень экспрессии B11-Fc в клетках СНО-S и НЕК293, 
а  препарат rAAV-DJ-CASI-B11  — в  клетках C2C12, 
тогда как препарат scAAV-DJ-CMV-B11-Fc обеспечи-
вает средний уровень экспрессии в  клетках СНО-S 
и  НЕК293  и  низкий уровень экспрессии в  клетках 
C2C12.

Выбор клеточных линий был обусловлен тем, 
что препараты генетической пассивной иммуниза-
ции на  основе rAAV обычно вводятся внутримы-
шечно с целью обеспечения длительной продукции 
антител в  организме, за  счет низкой митотической 
активности мышечной ткани. Чем менее интен-
сивно делятся клетки, тем дольше rAAV способен 
персистировать в  виде эписом и  экспрессировать 
трансген [12, 16, 17].

Таким образом, для косвенной оценки эффек-
тивности конструкций in  vitro были выбраны клет-
ки миобластов линии C2C12 как модель мышечной 
ткани. Клеточная линия HEK293  была использова-
на в  качестве альтернативной модели для изучения 
уровня экспрессии полученных rAAV-конструкций 
в других типах клеток, в частности в эпителиальных. 
Клетки линии CHO-S были выбраны на  основании 
их высокой эффективности для продукции антител, 

в  том числе модифицированных однодоменных ан-
тител [6, 21].

В ходе эксперимента было показано, что конструк-
ция rAAV-DJ-CASI-B11-Fc обладает наибольшей 
эффективностью в  клетках миобластов, что соответ-
ствует данным литературы  [14,  18]. В  то же  время 
наибольшую экспрессию в клетках HEK293 и CHO-S  
показала конструкция rAAV-DJ-CMV-B11-Fc не-
смотря на  то, что предполагалась более высокая 
экспрессия у  конструкции scAAV-DJ-CMV-B11-Fc 
за  счет более эффективной трансдукции. Гипотеза 
о  преимуществе самокомплементарных rAAV в  на-
шем эксперименте не подтвердилась, т.к. конструк-
ция scAAV-DJ-CMV-B11-Fc обеспечила наименьший 
уровень продукции антител B11-Fc, что может быть 
обусловлено отсутствием в конструкции последова-
тельности энхансера.

Для оценки экспрессии B11-Fc in  vivo мышам 
BALB/c вводили по  1011  гк rAAV-конструкций: 
rAAV-DJ-CMV-B11-Fc, rAAV-DJ-CASI-B11-Fc, 
scAAV-DJ-CMV-B11-Fc, а  также отрицательный 
контроль rAAV-DJ-CMV-EGFP (по 8  животных 
в  группе). Сыворотку отбирали на  1, 2, 3, 7, 14, 
21, 28, 56, 62, 84, 112, 120, 140, 149, 168, 184  сут-
ки после инъекции различными вариантами rAAV. 
Доза препаратов была выбрана исходя из  данных 
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Рис. 2. Краткая схема процесса получения препарата rAAV. AC — аффинная хроматография (affinity chromatography),  
SEC — эксклюзионная хроматография (size-exclusion chromatography), SDS-PAGE — электрофорез в полиакриламидном геле, 
VP1, VP2, VP3 — структурные белки аденоассоциированного вируса, ТЕМ —– трансмиссионная электронная микроскопия

Fig. 2. Brief scheme of the rAAV preparation process. AC is affinity chromatography, SEC is size-exclusion chromatography,  
SDS-PAGE is polyacrylamide gel electrophoresis, VP1, VP2, VP3 are structural proteins of adeno-associated virus,  
TEM is transmission electron microscopy
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предыдущих исследований  [3]. Экспрессия B11-Fc 
начиналась уже через сутки во  всех группах. 
Максимальная концентрация отмечена в  группе 
CMV-вектора  — >250  мкг/мл на  120-й день с  со-
хранением ~230 мкг/мл до 184-х суток. CASI-вектор 
обеспечивал до 120 мкг/мл (пик на 56 сутки), с по-
следующей стабилизацией на  уровне ~80  мкг/мл.  
У  scAAV концентрация достигала ~75  мкг/мл 
к 120 дню и оставалась стабильной (рис. 3b). В группе  
животных, которым вводился контрольный вектор  
(rAAV-DJ-CMV-EGFP), специфический сигнал BLI 
не детектировался (на графике не представлены).

Таким образом, данные in  vitro исследований 
на  клетках С2С12  не  вполне могут отражать экс-
прессию трансгена в  составе rAAV при внутри-
мышечном введении in  vivo. По  совокупности 
приведенных выше данных in vivo можно сделать пред-
варительный вывод о перспективности конструкции  
rAAV-DJ-CMV-B11-Fc для доставки и  экспрессии 
гена антитела B11-Fc.

В результате, все исследованные конструкции 
обеспечивают значительный уровень экспрессии 
гена и продукцию антитела B11-Fc как in  vitro, так 
и in vivo. Однако конструкция rAAV-DJ-CMV-B11-Fc 
демонстрирует наилучшие результаты, что коррели-
рует с данными о защитной активности препаратов 
in vivo, описанных в следующем разделе.

Оценка защитной способности  
rAAV-B11-Fc in vivo

В эксперименте оценивали способность различных 
rAAV-конструкций, экспрессирующих однодомен-
ное антитело B11-Fc, защищать мышей от  токсина 

BoNT/A. Эффективность терапевтических антител 
оценивали по уровню выживаемости животных после 
введения токсина. Мышам вводили по 1011 гк rAAV, 
а  затем через разные промежутки времени внутри-
брюшинно вводили разные дозы токсина BoNT/A. 
Результаты исследования представлены на рис. 4.

Уже через 24  ч rAAV-DJ-CASI-B11-Fc 
и  scAAV-DJ-CMV-B11-Fc обеспечивали 100% 
выживаемость от  5  и  10  LD50, в  то время как 
rAAV-DJ-CMV-B11-Fc демонстрировал ~60% вы-
живаемость. Через 48  ч все конструкции, вклю-
чая rAAV-DJ-CMV-B11-Fc, показали 100% за-
щиту при дозах до  20  LD50, однако при 30  LD50 
rAAV-DJ-CMV-B11-Fc защищал только 80% жи-
вотных. На  10-е сутки после введения все пре-
параты обеспечивали полную защиту при дозах 
до  150  LD50. Через 78  суток CMV-вектор сохранял 
100% протективность даже при 1000  LD50, тогда 
как rAAV-DJ-CASI-B11-Fc и scAAV-DJ-CMV-B11-Fc 
продемонстрировали эффективность только против 
800 LD50.

В качестве положительного контроля использо-
вали животных, которым внутримышечно вводили 
очищенный препарат B11-Fc в  дозе, обеспечиваю-
щей защиту от токсина BoNT/A [6]. Введение иссле-
дуемых rAAV-препаратов приводило к выраженному 
защитному эффекту против интоксикации, что про-
являлось в  выживаемости и  отсутствии признаков 
интоксикации у животных. В то же время в группах 
отрицательного контроля (введение физиологиче-
ского раствора) наблюдалась 100%-ная  гибель жи-
вотных.

Полученные данные подтверждают возможность 
индукции длительной защиты против BoNT/A 
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Рис. 3. Концентрация антител B11-Fc (мкг/мл): (a) в культуральной жидкости после трансдукции rAAV;  
(b) в сыворотке крови мышей, в различные промежутки времени после инъекции препаратов rAAV

Fig. 3. Concentration of B11-Fc antibodies (μg/mL): (a) in culture fluid after rAAV transduction;  
(b) in mouse serum, at different time points after rAAV injection 
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Рис. 4. Протективная активность препаратов rAAV, экспрессирующих нейтрализующее антитело B11-Fc при введении 
различных доз BoNT/A в различные сроки. Представлена выживаемость животных (%) при интоксикации различными дозами 
BoNT/A (в LD50) через 24 ч (a), 48 ч (b), 10 суток (c) и 78 суток (d) после введения rAAV. Звездочкой (*) отмечены группы 
с симптомами ботулизма, количество животных n = 5 для каждой группы

Fig. 4. Protective activity of rAAV drugs expressing neutralizing antibody B11-Fc when different doses of BoNT/A were administered 
at different times. The survival rate of animals (%) is shown when intoxicated with different doses of BoNT/A (in LD50) 24 h (a), 
48 h (b), 10 days (c), and 78 days (d) after rAAV administration. The groups with botulism symptoms are marked with an asterisk (*); 
the number of animals was n = 5 for each group

однократным внутримышечным введением препа-
ратов rAAV, экспрессирующих ген антитела B11-Fc. 
При этом показано, что rAAV-DJ-CMV-B11-Fc 
обладает более выраженной активностью про-
тив экстремально высоких доз ботулотоксина на-
чиная с  2–3  месяцев после введения. Менее об-
надеживающие данные о  защитной активности 
rAAV-DJ-CMV-B11-Fc [3] могут быть обусловлены 
различиями в схеме очистки препарата, как описа-
но в предыдущей главе. В свою очередь препараты 
rAAV-DJ-CASI-B11-Fc и  scAAV-DJ-CMV-B11-Fc 
могут быть потенциально использованы, в  том 

числе, для экстренной профилактики ботулизма, 
так как обеспечивают защиту уже через 24 ч после 
введения.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В данной работе был проведен сравнительный анализ 
трех rAAV-конструкций, экспрессирующих модифи-
цированное однодоменное антитело B11-Fc против 
ботулинического нейротоксина типа A (BoNT/A).

Полученные данные демонстрируют, что ди-
зайн rAAV-вектора, включая форму генома и  тип 
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промотора, оказывает ключевое влияние на  уро-
вень экспрессии трансгена, длительность защит-
ного эффекта. Конструкции rAAV-CMV-B11-Fc 
и rAAV-CASI-B11-Fc перспективны для длительной 
пассивной иммунизации. Вектор scAAV-CMV-B11-Fc 
может применяться в  условиях, требующих ранней 
экспрессии и  защиты в  режиме экстренной профи-
лактики.
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