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Функциональная оценка in vivo рекомбинантных 
аденоассоциированных вирусов, несущих 
гены протективно значимых антигенов вируса 
африканской чумы свиней
РЕЗЮМЕ
Актуальность. Африканская чума свиней (АЧС) — вирусное геморрагическое заболевание с 
исключительно высокой летальностью представителей семейства Suidae, влекущее за собой 
серьезные экономические последствия, связанные с производственными потерями, торговыми 
ограничениями и реализацией программ эрадикации. По сей день эффективная коммерческая 
вакцина против АЧС не разработана. Особый интерес в конструировании кандидатных вакцин 
представляют вирусные векторы, в частности аденоассоциированный вирус 2-го серотипа (AAV2), 
успешно зарекомендовавший себя в качестве генотерапевтического средства. Ранее авторами 
сообщалось о способности rAAV2 эффективно доставлять гены вируса АЧС B646L, E183L, CP530R, 
CP204L в клетки свиней in vitro. 
Цель исследования — оценка функциональности in vivo аденоассоциированных вирусов 2-го 
серотипа, несущих гены протективно значимых антигенов вируса африканской чумы свиней.

Методы. Путем клонирования попарно объединенных генов B646L-CP530R, E183L-CP204L в вектор 
pAAV-MCS были созданы бицистронные конструкции с самощепящимся пептидом Р2А. Сборка rAAV2 
осуществлялась путем кальций-фосфатной трансфекции клеток AAV293. После очистки в градиенте 
плотности йодиксанола rAAV2 вводили свиньям в дозе 3 × 1011 вирусных частиц и оценивали 
показатели гуморального и клеточного иммунитета в течение 180 дней. Динамику антителогенеза 
оценивали в непрямом ИФА, иммунофенотипирование Т-лимфоцитов периферической крови — 
методом проточной цитометрии.

Результаты. Установлено, что разработанные бицистронные конструкции на основе rAAV2 
безопасны и легко переносимы животными и вызывают индукцию как гуморального, так и клеточного 
иммунного ответа: наблюдалось образование вирусспецифических антител, сохранявшихся до 
конца эксперимента, а также повышенная экспрессия CD8+ и СD4+ лимфоцитов. Предлагаемая 
AAV-платформа является перспективным инструментом для создания вакцины, однако комплексная 
характеристика rAAV2 может быть составлена только после оценки их протективного эффекта.

Ключевые слова: африканская чума свиней, аденоассоциированные вирусы, вирусный вектор,  
гуморальный иммунитет, клеточный иммунитет
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In vivo functional assessment of recombinant 
adeno-associated viruses carrying genes  
of protectively significant antigens of the African 
swine fever virus
ABSTRACT
Relevance. African swine fever (ASF) is a viral hemorrhagic disease with exceptionally high mortality in 
members of the family Suidae, with serious economic consequences associated with production losses, 
trade restrictions and eradication programs. To date, no effective commercial vaccine against ASF has 
been developed.  Of particular interest in the design of candidate vaccines are viral vectors, in particular the 
adenoassociated virus of the 2nd serotype (AAV2), which has successfully proven itself as a gene therapy 
agent. We previously reported the ability of rAAV2 to effectively deliver ASF virus genes B646L, E183L, 
CP530R, CP204L into porcine cells in vitro.
The aim of the study was to evaluate the in vivo functionality of adenoassociated viruses of the 2nd serotype 
carrying genes of protectively significant antigens of the African swine fever virus.

Methods. By cloning pairwise combined genes B646L-CP530R, E183L-CP204L into the pAAV-MCS 
vector, bicistronic constructs with the self-cleaving P2A peptide were created. Assembly of rAAV2 was 
accomplished by calcium phosphate transfection of AAV293 cells. After iodixanol density gradient 
purification, rAAV2 was administered to pigs at a dose of 3 × 1011 viral particles and humoral and cellular 
immunity was assessed for 180 days. The dynamics of antibody genesis were assessed by indirect ELISA, 
and immunophenotyping of peripheral blood T-lymphocytes was assessed by flow cytometry.

Results. It was found that the developed bicistronic constructs based on rAAV2 are safe and easily tolerated 
by animals and cause the induction of both humoral and cellular immune responses: the formation of virus-
specific antibodies was observed, which persisted until the end of the experiment, as well as increased 
expression of CD8+ and CD4+ lymphocytes. The AAV platform we propose is a promising tool for creating 
a vaccine, however, a comprehensive characterization of rAAV2 can only be compiled after assessing its 
protective effect.
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1 WOAH: African swine fever. https://www.woah.org/en/disease/african-swine-fever/

Введение/Introduction
Африканская чума свиней (АЧС) — вирусное гемор-

рагическое заболевание с исключительно высокой ле-
тальностью представителей семейства Suidae (пре-
имущественно домашних свиней и диких кабанов). 
Несмотря на ограниченный круг хозяев и отсутствие зо-
онозного потенциала, социально-экономическое воз-
действие данного заболевания очень велико  [1]. АЧС 
является заболеванием, подотчетным Всемирной ор-
ганизации здравоохранения животных (МЭБ)1, так как 
влечет за собой серьезные экономические послед-
ствия, связанные с производственными потерями, тор-
говыми ограничениями и реализацией программ эра-
дикации [2]. Несмотря на то что исследования в области 
изыскания вакцины против АЧС ведутся с 1920-х гг. [3], 
все существующие на сегодняшний день эксперимен-
тальные вакцины, включая живые аттенуированные 
вакцины, субъединичные вакцины, ДНК-вакцины и ви-
рус-векторные вакцины, не обеспечивали достаточного 
протективного эффекта  [4, 5]. Критическим фактором, 
препятствующим разработке эффективных и безопас-
ных вакцин против АЧС, является отсутствие достаточ-
ных данных о патогенезе вируса, а также глубокого по-
нимания стратегий уклонения вируса от врожденного 
иммунитета. Таким образом, несмотря на многообразие 
предложенных подходов к разработке вакцины против 
АЧС, многообещающих вакцин-кандидатов по-прежне-
му недостаточно [6]. 

Особый интерес в конструировании кандидатных 
вакцин представляют вирусные векторы. В подобных 
вакцинах геном вирусной частицы содержит один или 
несколько иммунодоминантных генов целевого виру-
са, которые могут ингибировать его репликацию  [7]. 
Кроме того, вирус-векторные вакцины позволяют осу-
ществлять дифференциацию инфицированных и вак-
цинированных животных (серологический подход DIVA) 
за счет использования иммуногена, кодируемого ви-
русным вектором, в качестве вакцинного маркера [4]. 
Имеются сведения об исследованиях функциональ-
ности различных вирусных инструментов для достав-
ки генов вируса АЧС  [8], одним из которых, на взгляд 
авторов, является аденоассоциированный вирус (AAV), 
успешно зарекомендовавший себя в качестве геноте-
рапевтического средства в гуманной медицине  [9]. 
AAV, принадлежащие к роду Dependoparvovirus семей-
ства Parvoviridae, содержат одноцепочечную ДНК с ин-
вертированным терминальным повтором (ITR) и бел-
ковый капсид  [10]. К основным преимуществам AAV 
относятся способность трансдуцировать делящиеся 
и неделящиеся клетки, низкая иммуногенность и дол-
говременная экспрессия трансгена in vivo  [11]. Ранее 
сообщалось о способности генетических конструкций 
на основе AAV2 серотипа и генов вируса АЧС B646L, 
E183L, CP204L, CP530R эффективно трансдуцировать 
клетки свиней in vitro [12, 13].

Цель данного исследования  — функциональная 
оценка in vivo аденоассоциированных вирусов 2-го се-
ротипа, несущих гены протективно значимых антигенов 
вируса африканской чумы свиней.

Материалы и методы исследования / 
Materials and methods
Исследования проведены в межкафедральной лабо

ратории биотехнологии и иммунологии ФГБОУ ВО  
«Казанская ГАВМ» (г. Казань, Россия) в 2023 г.

Генетические конструкции. Последовательности ге-
нов B646L, CP204L, E183L, CP530R, кодирующих це-
левые белки p72, p30, p54, pp62 соответственно, были 
in  silico оптимизированы по кодонам, при этом в ка-
честве оптимальных кодонов использовали наибо-
лее часто встречающиеся кодоны организма-реци-
пиента  — свиньи). Синтезированные на аутсорсинге 
(ЗАО «Евроген») гены, содержащие трансген и его регу-
ляторные элементы, фланкированные инвертированны-
ми концевыми повторами (ITR), клонировали в плазмиду  
pAAV-MCS (Stratagene, США). Для создания бицистрон-
ных конструкций были попарно объединены гены E183L 
и CP204L, так как белки p54 и p30 задействованы в про-
цессе интернализации вируса АЧС в клетку, и B646L и 
CP530R, так как белки p72 и pp62 являются доминирую
щими структурными вирусными белками и, как след-
ствие, мишенями для серологической диагностики. Це-
левые фрагменты в бицистронных конструкциях были 
разделены линкером P2A.

Общую структуру вставки можно представить как 
CMV–ген1–P2A–ген2–stop–polyA. Бицистронные встав-
ки были клонированы в вектор по сайтам рестрикции 
BamHI и EcoRI, правильность последовательных эта-
пов клонирования подтверждали секвенированием. 
Целевые моно- и бицистронные конструкции, а также 
оболочечную (pAAV-RepCap2) и упаковочную (pHelper) 
плазмиды (Stratagene, США), необходимые для сбор-
ки вирусного капсида, нарабатывали в клетках E. Coli 
DH5α, трансформированных методом теплового шока, с 
селекцией по ампициллину. Плазмидную ДНК выделяли 
при помощи коммерческого набора MidiPrep (ЗАО «Ев-
роген»), эффективность очистки подтверждали элек-
трофоретически.

Сборка rAAV2. Для сборки рекомбинантных AAV2 
(rAAV2) использовали клеточную линию AAV293 — про-
изводную линии эмбриональных клеток почек челове-
ка HEK293, стабильно экспрессирующую ген Е1 адено-
вируса. Клетки AAV293 культивировали в культуральных 
блюдцах (10 см2) на среде DMEM с добавлением 10% 
бычьей эмбриональной сыворотки, L-глутамина и пе-
нициллина-стрептомицина до 70% плотности моно
слоя, после чего осуществляли кальций-фосфатную 
котрансфекцию тремя плазмидами (с геном интереса, 
оболочечной и упаковочной) из расчета по 10 мкг каж-
дой на одно блюдце. Через 6 ч. инкубации при +37 °С в 
атмосфере 5% CO2 среду в блюдцах заменяли на под-
держивающую и инкубировали до 72 ч. Дополнительно 
осуществляли сборку rAAV2, содержащих ген дальне-
красного белка TurboFP635 для флуоресцентного кон-
троля трансдукции клеток восприимчивых животных на 
следующих этапах исследования. По истечении сро-
ка инкубации среду собирали, клетки снимали механи-
чески и подвергали трехкратному криолизу при -80 °С 
с последующим переосаждением. В полученных об-
разцах определяли титр rAAV2: образцы обрабатывали 
бензоназой (Benzonase Nuclease) из расчета 50 ед/мл и 
инкубировали при +37 °С в течение 30 мин. для избав-
ления от неинкапсидированной ДНК, далее образцы ин-
кубировали при +95 °С в течение 10 мин. для инактива-
ции бензоназы и разрушения вирусных капсидов, после 
чего проводили количественную ПЦР-РВ с использова-
нием праймеров и зонда на ITR, а также специфических 
праймеров, фланкирующих локусы целевых генов [13]; 
референсом служила плазмида, содержащая локус ITR, 
в разведениях 102–108. Дополнительно наличие rAAV2 в 
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образцах контролировалось белковым электрофорезом 
в 12,5%-ном полиакриламидном геле, при этом визуа-
лизировался мажорный капсидный белок VP3 с молеку-
лярной массой 62 кДа.

Эксперименты на животных. В эксперименте исполь-
зовали клинически здоровых свиней крупной белой по-
роды обоего пола в возрасте 3 месяцев (n = 6) массой 
35–40 кг, закупленных в эпизоотически благополучном 
хозяйстве Республики Татарстан. Эксперименты с уча-
стием животных проводились в соответствии с про-
токолом «Руководство по уходу и использованию ла-
бораторных животных» и были одобрены локальным 
этическим комитетом (решение ЛЭК № 12/2022). Сви-
ньи содержались в изолированных боксах в услови-
ях вивария ФГБОУ «Казанская ГАВМ» и на протяжении 
эксперимента имели свободный доступ к корму и воде. 
Свиней опытной группы (n = 3) иммунизировали вну-
тримышечно в трапециевидную мышцу шеи материа-
лом, содержащим коктейль бицистронных конструкций 
на основе rAAV2 (3 × 1011 вирусных частиц), предвари-
тельно очищенных в градиенте плотности йодиксанола 
и ресуспендированных в конечном объеме 2 см3 фос-
фатно-солевого буфера (ФСБ) (прайм-иммунизация); 
буст-иммунизацию проводили через 30 суток. Свиньям 
контрольной группы (n = 3) инъецировали ФСБ в экви-
валентном объеме. Температуру тела свиней измеря-
ли ректально ежедневно в течение 14 суток, отслеживая 
местные и системные реакции на введение лаборатор-
ного образца вакцины. Образцы крови у свиней брали 
из задней ушной вены на 0, 15, 30, 45, 60, 90 и 180-е сут-
ки после введения rAAV2. 

Индикация вирусспецифических антител. Образцы 
сыворотки крови тестировали в трех повторностях с 
использованием набора ID Screen® African Swine Fever 
Indirect (Ingenasa, Испания). Согласно инструкциям 
производителя, статус каждой тестируемой сыворот-
ки выражали с помощью коэффициента ингибирова-
ния (Кинг) (х%).

Иммунофенотипирование субпопуляций лимфоци-
тов периферической крови. Для дальнейшего изучения 
типов реактивных лимфоцитов методом проточной ци-
тометрии определяли процентное содержание CD4+ и 
CD8+ Т-клеток в периферической крови иммунизиро-
ванных свиней на 30, 60 и 90-й день после иммуниза-
ции. Клеточную суспензию метили моноклональными 
антителами FITC (Bio-Rad, США) и соответствующими 
изотипическими контролями. Анализ субпопуляционно-
го состава лимфоцитов проводили с помощью цитоме-
тра FACS Canto II (Facs Calibur, BD, США) с использова-
нием программного обеспечения FACS Diva 7.0.

Статистический анализ. Обработку первичных дан-
ных и статистические тесты проводили с использовани-
ем пакетов программ MS Excel и Statistica 6.0 (StatSoft, 
США).

Результаты и обсуждение / Results and discussion
Известно, что первоначальные исследования в об-

ласти применения AAV для разработки вакцин проводи-
лись именно с применением AAV2 серотипа, которые, 
несмотря на низкую эффективность трансдукции отно-
сительно других серотипов, были способны к индукции 
наиболее мощных иммунных ответов  [14]. Выбор пути 
введения генетической конструкции на основе AAV2 был 
продиктован доказанной способностью последнего к 
наиболее эффективной экспрессии трансгена после од-
нодозового внутримышечного введения. AAV2 являют-
ся наиболее безопасными используемыми вирусными 

векторами, однако уровни гуморального и клеточного 
иммунного ответа, вызываемые разными дозами, у раз-
ных видов животных остаются дискутабельными  [15]. 
Учитывая это, был рассмотрен критерий безопасности 
кандидатной вакцины на основе бицистронных rAAV2, 
несущих гены B646L, E183L, CP204L, CP530R.

В результате исследований было установлено, что 
состояние животных опытной группы оставалось удов-
летворительным как после прайм-, так и после бустер-
ной иммунизации, признаков системных либо местных 
реакций на введение rAAV2 зафиксировано не было. По-
казатели температуры тела незначительно повышались 
на 1–2-е сутки после введения первой дозы rAAV2 и со-
ставили в среднем (39,9 ± 0,3) ºС против (39,1 ± 0,1) °С 
в контрольной группе, однако ни у одного животного по-
казатели не превысили фебрильного порога (40,5 °С) и 
до конца срока наблюдений статистически не отлича-
лись от показателей контрольной группы. Умеренная 
гипертермия может быть связана с кратковременной 
провоспалительной реакцией организма на вирусные 
капсиды [16].

Было доказано, что животные опытной группы отве-
чали на введение rAAV2 образованием вирусспецифиче-
ских антител. Через 15 суток после прайм-иммунизации 
образцы сывороток свиней имели статус сомнитель-
ных — Кинг (37,8 ± 3,4)%, однако к 30-м суткам все жи-
вотные были серопозитивными  — Кинг (60,8  ±  5,1)%. 
Повышение уровня антител после бустерной иммуни-
зации наблюдалось вплоть до 60-х суток эксперимента 
(Кинг (95,1 ± 4,2)%) и несколько снижалось к 180-м сут-
кам — Кинг (79,2 ± 3,2)% (рис. 1).

На следующем этапе исследования оценивалось 
влияние кандидатной вакцины на функциональный ответ 
Т-лимфоцитов (в частности, во внимание брались такие 
критерии, как распределение субпопуляций CD8+ и CD4+ 
клеток). Достоверное повышение уровней маркерных 
показателей наблюдалось у всех опытных животных, при 
этом наиболее интенсивная экспрессия наблюдалась от-
носительно CD8+ лимфоцитов. Так, после бустерной им-
мунизации их количество увеличилось на (61,6  ±  7,1)% 
от первоначального уровня. Несколько меньшее влия-
ние исследуемые конструкции оказывали на субпопуля-
цию CD4+, количество клеток в которой увеличилось на  
(23,1 ± 4,5)% от первоначального уровня.
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Рис. 1. Динамика уровня вирусспецифических антител у животных 
после иммунизации rAAV2. Данные представлены в виде групповых 
значений. Красной пунктирной линией отмечен порог серопозитив-
ности, зелеными линиями — дни иммунизации

Fig. 1. Evolution of virus-specific antibodies level in animals after 
rAAV2 immunization. Data are presented as group values. The threshold 
of seropositivity is marked with a red dotted line, and the days of 
immunization are marked with green lines 
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Таким образом, было показано, что вводимые rAAV2 
обеспечивают стимуляцию как гуморального, так и кле-
точного иммунного ответа. На сегодняшний день су-
ществуют веские доказательства роли обоих звеньев 
адаптивного ответа в протекции от вируса АЧС [17], чем 
и обусловлены современные подходы к дизайну реком-
бинантных вакцин [7]. 

В данном исследовании было установлено, что наи-
большая концентрация антител (коэффициент ингиби-
ции — 95–97%) достигается в промежутке между 30-м и 
60-м днями эксперимента при иммунизации коктейлем 
бицистронных конструкций в дозе 3 × 1011 в. ч. При этом 
коэкспрессия двух и более антигенов позволяет добить-
ся снижения векторной нагрузки, что особенно важно 
при необходимости иммунизации пулом антигенов. Тем 
не менее конкретные механизмы нейтрализации вируса 
АЧС антителами остаются спорным вопросом, требую-
щим выяснения [18]. 

При оценке уровней экспрессии отдельных субпопу-
ляций Т-лимфоцитов наибольшие изменения были за-
регистрированы относительно CD8+ клеток, играющих 
важную роль в формировании протективного эффекта. 
Так, Oura et al. (2005 г.) в своих исследованиях показали, 
что свиньи, лишенные CD8+ лимфоцитов, при наличии 
антител не были полностью защищены от летального 
заражения гетерологичным штаммом вируса АЧС [19].

Следует отметить, что для AAV2 ранее была доку-
ментирована индукция трансгенспецифичных CD8+ 
Т-клеточных ответов, а также сообщалось о возмож-
ности их регулирования путем внесения изменений в 
структуру вирусного капсида [17]. Дополнительно было 

зарегистрировано повышение уровней CD4+ клеток, 
что может быть обусловлено наличием соответствую-
щих эпитопов в пептидном пуле белков p30, pp62, p72. 
Учитывая роль NK-клеток и Т-хелперов в защитном им-
мунитете, а также то, что распределение данных субпо-
пуляций может быть суррогатным маркером при вакци-
нации против АЧС  [20], предлагаемая AAV-платформа 
является многообещающим инструментом для созда-
ния вакцины.

Выводы/Conclusions
В работе отражены данные предварительной оцен-

ки безопасности и иммуногенности бицистронных кон-
струкций на основе AAV2 и иммунодоминантных генов 
вируса АЧС B646L, E183L, CP204L, CP530R. В ходе ис-
следований было установлено, что предлагаемые кон-
струкции безопасны, легко переносимы животными и 
вызывают индукцию как гуморального, так и клеточ-
ного иммунного ответа, однако комплексная характе-
ристика кандидатной вакцины на основе AAV2 может 
быть составлена после проведения летального зара-
жения. Детерминанты баланса между переносимостью 
и иммуногенностью AAV2 до конца не изучены, поэтому 
дальнейшая перспектива разработки темы лежит в об-
ласти оптимизации механизма доставки целевых генов 
в клетки организма-хозяина, а также поиска дополни-
тельных консервативных антигенов, что будет особен-
но актуальным при конструировании экономичной и эф-
фективной вакцины для регионов, эндемичных по АЧС и 
характеризующихся высоким генетическим разнообра-
зием циркулирующих штаммов.
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