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GNAO1-энцефалопатия – орфанное генетическое заболевание, которое характеризуется ранней
младенческой эпилепсией, нарушением контроля над движениями и серьезной задержкой разви-
тия. Заболевание вызывается мутациями в гене GNAO1, приводящими к нарушению функций кодиру-
емого этим геном белка Gαo1. Методы лечения GNAO1-энцефалопатии отсутствуют, а симптоматиче-
ская терапия неэффективна. Фенотипическая гетерогенность заболевания указывает на необходи-
мость персонализированного подхода к разработке терапии пациентов с конкретным патогенным
вариантом GNAO1, что требует изучения механизма заболевания на животных и клеточных моделях. В
настоящей работе разработан подход к созданию клеточных моделей GNAO1-энцефалопатии на пер-
вичной культуре нейронов здоровой мыши, а также к тестированию препаратов генной терапии in vitro.
С этой целью нами оптимизирована доставка трансгенов в Gαo1-экспрессирующие клетки с помощью
аденоассоциированных вирусов (ААВ). Оценен тропизм пяти нейротропных серотипов ААВ (1, 2, 6, 9,
DJ) к Gαo1-позитивным нейронам в культуре из цельного мозга мыши. Самый высокий потенциал в
качестве средства доставки репортера показал серотип DJ, который заражал до 66% таргетных ней-
ронов без выраженной цитотоксичности. AAВ-DJ также обеспечивал эффективную доставку и экс-
прессию генетических конструкций, кодирующих нормальную и мутантную форму Gαo1, а также
коротких шпилечных РНК (shРНК) для супрессии эндогенного Gnao1 в нейронах мыши. Получен-
ные нами результаты позволят продвинуться в изучении механизма патогенеза клинических вари-
антов GNAO1-энцефалопатии, а также тестировать конструкции для генной терапии данного забо-
левания в клеточных моделях.
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Gαo1, вирусная доставка, in vitro моделирование заболеваний человека, генная терапия, персонали-
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ВВЕДЕНИЕ
Использование технологий высокопроизводи-

тельного секвенирования позволило обнаружить
связь между мутациями в гене GNAO1 и орфан-
ным неврологическим расстройством ‒ GNAO1-
энцефалопатией [1, 2]. Это генетическое заболе-
вание проявляется в младенчестве и характеризу-
ется эпилептической энцефалопатией (OMIM
615473) и/или нарушением развития мозга с не-
произвольными движениями (OMIM 617493). Ген

GNAO1 экспрессируется преимущественно в го-
ловном мозге и кодирует белок Gαo1 [3, 4]. Функ-
ция белка Gαo1 слабо изучена, однако известно,
что Gαo1 относится к семейству ингибиторных
G-белков (Gi/o) и участвует в модуляции сигна-
линга в нейронах [5]. Описано 25 клинически
значимых мутаций гена GNAO1 [5], все они про-
являются в гетерозиготном состоянии и возника-
ют de novo.

Сокращения: ААВ ‒ аденоассоциированные вирусы; ITR ‒ Inverted terminal repeats (концевые инвертированные повторы);
LOF ‒ Loss-of-function (потеря функции); GOF ‒ Gain-of-function (усиление функции); ГК ‒ геномные копии.
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Способов лечения GNAO1-энцефалопатии не
существует. Симптоматическая терапия включа-
ет антиконвульсанты и препараты для снятия ги-
перкинеза, однако они проявляют высокую эф-
фективность не у всех пациентов [6, 7]. Ситуация
осложняется фенотипической гетерогенностью
заболевания, вызванной разным влиянием кон-
кретных мутаций на функцию Gαo1 и опосредо-
ванную им нейрональную передачу. Так, описана
группа мутаций GNAO1 (D174G, I279N, G40R),
которые проявляются преимущественно младен-
ческой эпилепсией; другая группа мутаций
(E246K, R209H, R209C, R209G) приводит к нару-
шению двигательной активности [8–11]. Вероят-
но, эпилепсия развивается в результате мутаций,
приводящих дефициту белка Gαo1 (так называе-
мые LOF-мутации, oт англ. loss-of-function), а дви-
гательные нарушения, напротив, ассоциированы с
мутациями, усиливающими функцию Gαo1 (GOF-
мутации, oт англ. gain-of-function) [12]. Примеча-
тельно, что наиболее часто встречающийся вариант
GNAO1 c.607 G>A (p.G203R) приводит к развитию
двойного фенотипа, т.е. у пациентов развиваются
как эпилепсия, так и двигательные нарушения [13].
Фенотипическую гетерогенность необходимо при-
нимать во внимание при подборе схемы терапии и
применять персонализированный подход с учетом
конкретного патогенного варианта GNAO1 и мо-
лекулярного механизма заболевания.

Патогенез GNAO1-энцефалопатии и ее от-
дельных вариантов необходимо детально изу-
чать на животных и клеточных моделях. Однако
создание персонализированных животных мо-
делей в случае таких ультраредких заболеваний,
как GNAO1-энцефалопатия (около 200 случаев в
мире по данным https://gnao1.org/), является тру-
дозатратным, а материал для получения пациент-
специфических нейронов не всегда доступен.
Альтернативой клеточной модели GNAO1-энце-
фалопатии могут служить нейроны здоровых мы-
шей с доставкой в них трансгенов с помощью ре-
комбинантных аденоассоциированных вирусов

(ААВ) (рис. 1). ААВ представляют собой эффек-
тивный инструмент для доставки генов в нейро-
нальные клетки [14, 15]. Разнообразие доступных
природных, рекомбинантных и синтетических се-
ротипов позволяет трансдуцировать разные субпо-
пуляции нейронов [15–17]. Для создания модели
GNAO1-энцефалопатии с LOF-мутациями можно
доставлять в нейроны мыши короткие шпилеч-
ные РНК (shРНК). Специфичные shРНК будут
подавлять экспрессию эндогенного Gnao1 по меха-
низму РНК-интерференции, воспроизводя дефи-
цит нормального белка Gαo1. Патологию GNAO1-
энцефалопатии с GOF- или доминантно-нега-
тивными мутациями (нарушающими функцию
нормального белка) можно смоделировать, до-
ставляя с помощью нейротропных ААВ белокко-
дирующую последовательность мутантного гена.

Рекомбинантные ААВ часто используются в ка-
честве векторов при разработке генотерапевтиче-
ских препаратов [18]. Высокая способность к тран-
сдукции нейронов, низкая токсичность и иммуно-
генность позволяют использовать рекомбинантные
ААВ в генной терапии заболеваний центральной
нервной системы [19]. Генная терапия потенциаль-
но применима для коррекции GNAO1-энцефало-
патии. Так, пациентам с LOF-мутациями подхо-
дит заместительная генная терапия с ААВ-опо-
средованной доставкой функциональной копии
гена GNAO1 для восполнения дефицита белка
Gαo1. В случае доминантно-негативных и GOF-
мутаций можно применить аллель-селективное
подавление экспрессии мутантного аллеля или
подавление обоих аллелей в комбинации с до-
ставкой нормального гена [20]. Кроме того, ААВ
могут обеспечить доставку современных инстру-
ментов для редактирования нуклеиновых кислот
независимо от типа мутации [21]. Первичное те-
стирование ААВ-векторов можно проводить на
первичной культуре нейронов мыши (рис. 1).

В настоящей работе мы оптимизировали ААВ-
опосредованную доставку трансгенов в нейроны
мыши in vitro для моделирования GNAO1-энце-

Рис. 1. Общая схема применения ААВ-опосредованной доставки трансгенов в первичную культуру нейронов мыши
для моделирования и тестирования препаратов генной терапии для GNAO1-энцефалопатии.
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фалопатии и скрининга препаратов для генной
терапии. На первом этапе мы получили из мозга
мышей первичную культуру Gαo1-экспрессиру-
ющих нейронов. Далее охарактеризовали ААВ
пяти нейротропных серотипов (1, 2, 6, 9, DJ) с ре-
портерным геном и показали, что ААВ-DJ обла-
дает наибольшим тропизмом к Gαo1-положи-
тельным нейронам при отсутствии выраженной
цитотоксичности. Кроме того, нами показано,
что ААВ-DJ обеспечивает эффективную доставку
трансгенного GNAO1 дикого типа и с мутацией
G203R, а также shРНК для супрессии эндогенно-
го Gnao1 в нейрональной культуре мыши.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Животные. Мыши линии CD-1 получены из раз-
ведения питомника “Столбовая”, Филиала Науч-
ного центра биомедицинских технологий ФМБА.
Экспериментальные протоколы одобрены этиче-
ской комиссией Института биологии гена РАН.

Пациенты. От родителей пациента с вариантом
GNAO1 c.607 G> A получено письменное инфор-
мированное согласие на проведение биопсии и
участие в научных исследованиях.

Клонирование плазмидных конструкций. pAAV-
GNAO1-wt-myc и pAAV-GNAO1-G203R-f lag.
Биоптат кожи пациента с GNAO1-энцефалопати-
ей, вызванной гетерозиготным вариантом GNAO1
c.607 G>A, предоставлен НИКИ педиатрии
им. Ю.Е. Вельтищева. Фибробласты кожи пациента
использовали для амплификации белоккодирующей
последовательности гена GNAO1 (CCDS10756.1) ди-
кого типа и с мутацией c.607 G>A (G203R). Ам-
пликоны (1065 п.н.) получали в ПЦР с парой
праймеров (5'-ATGGGATGTACTCTGAGCGCA-
3' и 5'-TCAGTACAAGCCGCAGCCC-3') и клони-
ровали в коммерческий вектор pEGFP-C1
(“Clontech”, США) вместо EGFP безлигазным
методом. Для этого вектор линеаризовали в
ПЦР с праймерами 5'-GGCTGCGGCTTG-
TACTGATCCGGACTCAGATCTCGAGCTCAA-3'
и 5'-GCGCTCAGAGTACATCCCATGGTGGC-
GACCGGTAGCG-3', сборку проводили на осно-
ве перекрывания концевых последовательностей
ампликонов с использованием Т4 ДНК-полимера-
зы (“SibEnzyme”, Россия, E339). Полученные плаз-
миды обозначены pGNAO1 и pGNAO1-G203R.

На следующем этапе CDS GNAO1 и GNAO1-
G203R встроили в вектор pAAV-eGFP вместо
eGFP с добавлением на C-конец эпитопов myc
и f lag соответственно (pAAV-GNAO1-wt-myc и
pAAV-GNAO1-G203R-flag). С этой целью GNAO1-
wt-myc синтезировали на матрице pGNAO1 c
использованием пары праймеров GNAO1_F (5'-
GAAGTCACCATGGGATGTACTCTGAGCGCA-
GAGGAG-3') и Myc_R (5'-GATCCTCTTCT-
GAGATGAGTTTTTGTTCGTACAAGCCGCAG-

CCCCGGA-3'), вектор pAAV-eGFP готовили
для вставки путем амплификации с праймерами
GNAO1_R (5'-GTACATCCCATGGTGACTTCTTT-
TTTGCTTTAGCAGGCTCTTTC-3') и Myc_F (5'-
AAACTCATCTCAGAAGAGGATCTGTAATA-
ATAACCGGGCAGGCCATGTCT-3'). Вставки
GNAO1-G203R-f lag синтезировали на матри-
це pGNAO1-G203R c праймерами GNAO1_F и
Flag_R (5'-CTTGTCGTCATCGTCTTTGTAGTC-
GTACAAGCCGCAGCCCCGGA-3'), вектор гото-
вили с праймерами GNAO1_R и Flag_F (5'-
CAAAGACGATGACGACAAGTAATAATAACCG-
GGCAGGCCATGTCT-3'). Сборку проводили
методом безлигазного клонирования, как описа-
но выше.

Конструкции с shРНК. shРНК для подавления
эндогенного транскрипта Gnao1 (NM_010308.3)
подобраны с помощью интернет-портала Genetic
Perturbation Platform (https://portals.broadinsti-
tute.org/gpp/public/seq/search). Из 13 предсказан-
ных shРНК выбрали три перспективные c высоким
рейтингом (intrinsic score) для таргетных последова-
тельностей: TRCN0000036487 (5'-CGCTCACCCAA-
CAAAGAAATA-3'), TRCN0000097757 (5'-CGCT-
CACCCAACAAAGAAATT-3'); TRCN0000097756
(5'-CGAATAATATCCAGGTGGTAT-3'), далее
shGnao1/1, shGnao1/2 и shGnao1/3 соответственно.
Плазмида pLKO.1-shGnao1/1 приобретена в со-
ставе набора TRC Lentiviral Human Gnao1 shRNA
(“Dharmacon”, США, RHS4533-EG2775).
shGnao1/2, shGnao1/3, а также shEGFP (таргет-
ная последовательность 5'-TACAACAGCCACAAC-
GTCTAT-3') были клонированы в вектор pLKO.1
(Addgene plasmid #10878) [22], любезно предо-
ставленный David Root, по протоколу сайта
Addgene [23] c изменениями. Вставки клонирова-
ли с использованием пары одноцепочечных оли-
гонуклеотидов (“Евроген”, Россия) c таргетными
последовательностями. Пару олигонуклеотидов
отжигали в буфере NEBuffer 2 (B7002S) для полу-
чения дуплекса с липкими концами для AgeI и
EcoRI и фосфорилировали Т4-полинуклеотидки-
назой (“Sibenzyme”). Вектор линеаризовали и од-
новременно дефосфорилировали, обрабатывая ре-
стриктазами EcoRI и AgeI (“SibEnzyme”) и щелоч-
ной фосфатазой FastAP (“ThermoFisher,” CША) в
буфере SE Orange (“SibEnzyme”) в течение 2 ч при
37°C, затем выделяли из 0.6%-ного агарозного геля.
Лигирование проводили с помощью T4-ДНК-ли-
газы (“ThermoFisher Scientific”). Все полученные
конструкции имели одинаковый дизайн shРНК
(стебель 21 п.н. и шестинуклеотидная петля с сай-
том рестрикции XhoI) и отличались только тар-
гетными последовательностями. Контрольный
вектор pLKO.1-shSCR c нетаргетирующей shРНК
любезно предоставлен David Sabatini (Addgene
plasmid, #1864).

После функциональной проверки экспресси-
онные кассеты из pLKO.1-shGnao1/1 и pLKO.1-
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shSCR, содержащие U6-промотор, shРНК и тер-
минатор, клонировали в вектор pAAV-eGFP
между 5'-ITR и CMV-промотором. Для этого
экспрессионную кассету и вектор pAAV-eGFP
амплифицировали с помощью пар праймеров
(соответственно 5'-GGAGTTCCGGAACGTCT-
GCCCCCTTCACCGAGG-3', 5'-CGTTGGCTGC-
GAGTGATGACGAGCCATTTGTCTCGAGGTC-
GAGAATTCAAAA-3' и 5'-CACTCGCAGCCAAC-
GACGCGGGCAGAGTTCCGCGTTACATAACTT
ACGGT-3', 5'-CAGACGTTCCGGAACTCCATA-
TATGGGCTATGAACTAATG-3'). Клонирование
проводили с использованием набора NEBuilder
HiFi DNA Assembly (“NEB”, США, E5520S). Полу-
ченные векторы названы pAAV-shGnao1/1-eGFP и
pAAV-shSCR-eGFP.

pMusGNAO1. Плазмиду с кодирующей обла-
стью Gnao1 мыши (CCDS22532.1) создавали по
такой же технологии, как и pGNAO1. CDS Gnao1
амплифицировали из образцов мозга мыши с
праймерами 5'-CGCTACCGGTCGCCACCATG-
GGATGTACGCTGAGCGC- 3�  и 5'-TCAGT-
TATCTAGATCCGGTGGATTCAGTACAAGCCG-
CAGCCC-3', вектор готовили с помощью прайме-
ров 5'-ATCCACCGGATCTAGATAACTGATCATA-
ATCA-3' и 5'-GGTGGCGACCGGTAGCG-3'.

Нуклеотидную последовательность векторов
подтверждали секвенированием по Сэнгеру.

Проверка плазмидных конструкций в HEK293T.
Сверхэкспрессию трансгенов и скрининг shРНК
для подавления Gnao1 проводили в культуре кле-
ток HEK293T (ATCC) путем трансфекции плаз-
мид. Клетки культивировали в среде DMEM
(“Gibco”, 11995) с добавлением 10% эмбриональ-
ной сыворотки крупного скота (“BioSera”, Фран-
ция, FB-1001/500) и пенициллина-стрептомици-
на (“ПанЭко”, Россия, А063). В день трансфек-
ции клетки снимали с подложки 0.05%-ным
раствором трипсина, осаждали, ресуспендирова-
ли в среде DMEM и рассевали в 24-луночный
планшет в количестве 350000 клеток на лунку.
Плазмидную ДНК (250 нг), содержащую 2.5 нг
pAAV-GNAO1 или смесь плазмид (2.5 нг pMus-
Gnao1, 2.5 нг pEGFP-C1, 100 нг pLKO.1-shРНК),
добавляли к раствору линейного полиэтиленими-
на (ЛПЭИ) (“Polysciences”, США, 23966-1) в сре-
де DMEM в массовом соотношении 1 : 4 (ДНК :
: ЛПЭИ). Трансфекционную смесь инкубирова-
ли в течение 20 мин и добавляли к клеткам. Через
72 ч после трансфекции клетки собирали и мето-
дом вестерн-блотинга определяли в них содержа-
ние белка Gαo1.

Наработка и очистка вирусов. Рекомбинантные
ААВ получали с помощью системы AAV Helper-
Free System (“Agilent”, США) в прикрепленной
культуре HEK293T (ATCC) по ранее описанному
протоколу [24]. Вирусы разных серотипов нара-
батывали с использованием плазмидных кон-

струкций, кодирующих белки Rep и Cap, – pAAV-
RC1 (“Cell Biolabs”, США), pAAV-RC2 (“Agi-
lent”), pAAV-RC6 (“Cell Biolabs”), pAAV-RC9
(“Penn Vector Core”) и pAAV-DJ (“Cell Biolabs”).
В качестве векторной плазмиды использовали
pAAV-eGFP, а также pAAV-GNAO1-wt-myc, pAAV-
GNAO1-G203R-f lag, pAAV-shSCR-eGFP или
pAAV-shGnao1/1-eGFP. Вирусные частицы ААВ
очищали с помощью универсального для всех се-
ротипов метода, основанного на центрифугиро-
вании в градиенте плотности йодиксанола [24, 25].
Методом количественной ПЦР контролировали
титр вирусных частиц на стадиях продукции,
очистки и конечного концентрированного препа-
рата [24]. Отсутствие белковых примесей под-
тверждали окрашиванием Кумасси в полиакри-
ламидном геле согласно стандартному протоколу
(Coomassie Brilliant blue, G250, “Helicon”, Россия).

Первичная нейрональная культура. Первичную
нейрональную культуру получали из цельного го-
ловного мозга новорожденных мышей линии
CD-1 согласно протоколу [26] с модификация-
ми. Извлеченный головной мозг промывали в
охлажденной среде DMEM (“Gibco”), содержа-
щей 15 мM HEPES, и измельчали скальпелем до
однородной массы. Измельченную ткань обрабаты-
вали 0.25% раствором трипсин-EDTA (“ПанЭко”) с
добавлением 10 нг/мкл ДНКазы I (“PanReac Ap-
plichem”, Испания) при 37oC в течение 20 мин. За-
тем добавляли ингибитор трипсина (“ПанЭко”,
П071) и центрифугировали суспензию при 1000 g
в течение 7 мин. Супернатант удаляли и ресус-
пендировали ткань в 10 мл HEPES-DMEM с по-
следующим центрифугированием и удалением су-
пернатанта. Промывку повторяли 2 раза, после че-
го клетки пропускали через клеточное сито с
диаметром пор 70 мкм. Затем клетки центрифуги-
ровали при 1000 g в течение 5 мин и заменяли рас-
твор на полную среду Neurobasal-A (“Gibco”),
содержащую добавку B-27 (“Gibco”) и 2 мM
аланил-глутамин (“ПанЭко”). Для проведения
вестерн-блотинга клетки высевали в 12-луноч-
ные планшеты, для анализа цитотоксичности – в
96-луночные. Для анализа методом иммунофлуо-
ресценции клетки высевали в 6-луночные культу-
ральные планшеты на покровные стекла размером
24 × 24 мм (Menzel coverslips). Поверхность план-
шетов и стекол предварительно покрывали поли-
D-лизином (“Sigma-Aldrich”, США). Клетки вы-
севали при расчетной плотности ~100000 кле-
ток/см2 и инкубировали при 37oC в атмосфере 5%
СО2. Изображения клеток получали на инвер-
тированном микроскопе с фазовым контрастом
Nikon Ti-E.

Вирусная трансдукция. Первичную нейрональ-
ную культуру заражали ААВ на 7-й день культи-
вирования. К нейронам в полной нейробазаль-
ной среде добавляли очищенный препарат вируса
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из расчета 1 × 105 геномных копий (ГК) на клетку.
После заражения клетки инкубировали в течение
еще 7 дней до анализа образцов.

Цитотоксичность. Выживаемость клеток после
трансдукции препаратами ААВ оценивали с ис-
пользованием реагента PrestoBlue™ Cell Viability
Reagent (“Invitrogen”, США, A13261). В качестве
контроля использовали незараженные клетки.
Анализ проводили в 96-луночном культуральном
планшете согласно инструкции производителя.
После добавления реагента клетки инкубировали
при 37oC в течение 1.5 ч. Определяли поглощение
при длине волны 570 нм на планшетном ридере
Clariostar Plus (“BMG Labtech”, Германия). Полу-
ченные значения нормировали по поглощению
при 600 нм. Данные обрабатывали с использова-
нием программного обеспечении MARS (“BMG
Labtech”).

Вестерн-блотинг. Белковый экстракт клеток
HEK293T готовили в буфере RLB (“Promega”,
США, E397A) согласно инструкциям производи-
теля. Первичные нейроны мыши лизировали в
охлажденном буфере (50 мМ Трис-HCl pH 7.4,
150 мМ NaCl, 5 мМ EDТА, 5 мМ EGТА, 1% Три-
тона Х-100, 0.1% натрия дезоксихолата и 0.1% до-
децилсульфата натрия) [27] и осветляли центри-
фугированием при 17000 g в течение 5 мин при
4°С. Концентрацию белка в образцах измеряли с
помощью реагента Quick Start Bradford 1× Dye
Reagent (“Bio-Rad”, США, 5000205) на планшет-
ном ридере Clariostar Plus (“BMG Labtech”). Бел-
ковый экстракт (5–10 мкг) в буфере Лэммли под-
вергали электрофорезу в денатурирующих усло-
виях в 12%-ном полиакриламидном геле. Белки
переносили на нитроцеллюлозную мембрану, ис-
пользуя набор Trans-Blot Turbo RTA Transfer kit
(“Bio-Rad”, 170-4270), на приборе Transfer-blot
Turbo (“Bio-Rad”). Качество нанесения и эффек-
тивность переноса белков оценивали, окрашивая
мембрану Ponceau S. Мембрану инкубировали с
антителами кролика к Gαo1 мыши и человека
(“Invitrogen”, PA5-30044; 1 : 5000), GFP (“Sigma”,
США, G1544-100UG; 1 : 4500), βIII-тубулину
(“Аbcam”, Великобритания, ab18207; 1 : 1000), ан-
тителами мыши к myc-эпитопу (“ThermoFisher
Scientific”, MA1-980; 1 : 2000), GAPDH (G8795,
“Sigma-Aldrich”; 1 : 20000) или антителами козы к
flag-эпитопу (“Abcam”, ab1257; 1 : 5000). Затем мем-
брану инкубировали с вторичными антителами, ме-
ченными пероксидазой хрена, против иммуногло-
булинов кролика (“Bio-Rad”, Cat# 170-6515, 1 :
: 3000), мыши (“Bio-Rad”, Cat# 170-6516; 1 : 3000)
или козы (“Invitrogen”, #81-1620; 1 : 3000). Сигнал
детектировали с помощью набора Clarity Western
ECL substrate (“BioRad”, #170-5060) на приборе
iBright 1500 (“ThermoFisher”). Анализ изображе-
ний проводили в программе Fiji [28].

Количественная ПЦР. Суммарную РНК выде-
ляли из инфицированных нейронов с помощью
набора ReliaPrep™ RNA Cell Miniprep System
(“Promega”). Концентрацию РНК измеряли на
спектрофотометре NanoDrop™ 8000 и обрабаты-
вали ДНКазой I (“NEB”, M0303). Реакцию обрат-
ной транскрипции проводили с помощью набора
MMLV RT kit (SK021, “Евроген”) c использовани-
ем смеси cлучайного (“Eвроген”, SB002) и оли-
го(dT)15 (“Eвроген”, SB001) праймеров в концен-
трации 1 мкM каждый. Полученную кДНК разво-
дили в 5 раз в воде без нуклеаз (“Евроген”,
PB007). Экспериментальный образец (5 мкл) до-
бавляли к 20 мкл ПЦР мастер-микса (“Синтол”,
Россия, M-428), содержащего специфические
(400 нM) праймеры и зонды (200 нM), 2% DMSO
и дополнительно 3 мM MgCl2. Gnao1 мыши детекти-
ровали с использованием праймеров 5'-TACTACCT-
GGACAGCCTGGA-3', 5'-GGATCCACTTCTTGC-
GTTCA-3' и зонда 5'-ROX-CGTCGGGGGCCAGC-
BHQ2-3'. Gаpdh детектировали с использованием
праймеров 5'-GGAGAAACCTGCCAAGTATGA-
3', 5'-TCCTCAGTGTAGCCCAAGA-3' и зонда 5'-
VIC-TCAAGAAGGTGGTGAAGCAGGCAT-
BHQ1-3'. ПЦР в реальном времени проводили на
приборе CFX96 Real-Time PCR Detection System
(“Bio-Rad Laboratories”). Амплификацию прово-
дили по следующей программе: денатурация при
94°С, 3 мин; далее 40 циклов – 94°С, 15 с и 60°С,
40 с; считывание флуоресцентного сигнала про-
водили в каналах VIC и ROX. Количество копий
транскриптов Gnao1 определяли по стандартной
кривой ДНК-стандарта (плазмида pMusGnao1 с
известной концентрацией) и нормировали по уров-
ню Gapdh.

Иммунофлуоресценция. Клетки фиксировали
на покровных стеклах в течение 30 мин при ком-
натной температуре в 4%-ном параформальдеги-
де (“Panreac AppliChem”, 141451.1211) с 2% сахаро-
зы D(+) (“Panreac AppliChem”, 57-50-1) в фос-
фатно-солевом буфере (“ПанЭко”, В-60201) с
последующей пермеабилизацией в 0.2%-ном
Тритон X-100 (“Amresco”, США, Am-O694-1.0) в
течение 10 мин при комнатной температуре. Для
блокирования неспецифического связывания ан-
тител клетки инкубировали в течение 1 ч при ком-
натной температуре в фосфатно-солевом буфере с
3% БСА (“ПанЭко”, РМ-Т1725.50) и 0.2% Три-
тон X-100.

Первичную культуру нейронов окрашивали
поликлональными антителами кролика к βIII-ту-
булину (“Аbcam” ab18207 1 : 300), GFAP (“Abcam”
ab7260; 1 : 300) или Gαo1 (“Invitrogen”, PA5-30044; 1 :
: 300). В качестве вторичных антител использова-
ли антитела козы против иммуноглобулинов кро-
лика, меченные красителем Alexa Fluor 633 (“Invi-
trogen”, A 21072; 1 : 1000). Ядра клеток окрашива-
ли красителем Hoechst 33342 (“ThermoFisher
Scientific”, H3570, 1 : 1000). Стекла с окрашенны-
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ми клетками покрывали средой для заключения
(ProLong™ Glass Antifade Mountant, “ThermoFish-
er Scientific”, P3698). Изображения получали на
инвертированном микроскопе Leica DMI6000 од-
новременно по двум каналам (Alexa 405, Alexa 633).

Тропизм ААВ анализировали с использовани-
ем поликлональных антител кролика к Gαo1
(“Invitrogen”, PA5-30044; 1 : 300) и антител козы
против иммуноглобулинов кролика, меченных
красителем Alexa Fluor 633 (“Invitrogen”, A 21072;
1 : 1000). Ядра клеток контрастировали красите-
лем Hoechst 33342 (“Thermofisher Scientific”,
H3570, 1 : 1000). Стекла помещали на предметные
стекла в среду для заключения. Изображения по-
лучали на микроскопе THUNDER Imaging Sys-
tems (“Leica”) одновременно по трем каналам
(Alexa 405, Alexa 488, Alexa 633). Для каждого об-
разца отснято по 144 поля зрения.

Анализ колокализации. Для оценки тропизма
ААВ разных серотипов определяли колокализа-
цию трансгенного GFP с эндогенным Gαo1 мы-
ши (mGαo1). Полученные изображения анализи-
ровали с помощью программного обеспечения
CellProfiler 4.2.1 [29]. Для каждого изображения в
трех каналах выполнена коррекция освещенно-
сти “CorrectIllumination” и удаление шума путем
наложения фильтра Гаусса “GaussianFilter”. На
первом этапе идентифицировали объекты в каж-
дом из каналов. Синий канал – окраска ядер, зе-
леный канал – флуоресценция GFP, красный ка-
нал – окраска специфичными антителами к
Gαo1. Путем сравнения слоев в синем и красном
каналах определяли Gαo1-позитивные клетки. В
дальнейшем определяли позитивные клетки по
двум каналам, сравнивая слои с Gαo1- и GFP-по-
зитивными клетками. Процент колокализации
оценивали как отношение клеток, позитивных по
двум каналам, к общему количеству Gαo1-пози-
тивных клеток. Проанализировано не менее 1800
Gαo1-позитивных клеток каждого образца.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Gαo1-богатая нейрональная культура

На первом этапе исследований перед нами
стояла задача получения первичной нейрональ-
ной культуры мыши, богатой Gαo1-позитивны-
ми клетками. Согласно опубликованным данным,
ген Gnao1 экспрессируется во всех отделах голов-
ного мозга грызунов, в том числе в коре больших
полушарий, мозжечке, базальных ганглиях, обо-
нятельной луковице [3, 30–32]. Для получения
всего многообразия нейрональных клеток, в ко-
торых осуществляется Gαo1-опосредованная пе-
редача сигнала, мы выделяли нейроны из цельно-
го мозга новорожденных мышей, адаптировав ра-
нее описанный протокол [26]. Качество нейронов
оценивали через 7 дней после выделения в куль-

туру по морфологии клеток в фазовом контрасте
(рис. 2а), а также методом вестерн-блотинга (рис. 2б)
и иммунофлуоресценции (рис. 2в–д). Окрашива-
ние антителами к маркеру βIII-тубулину показа-
ло, что культура состоит преимущественно из
нейронов (рис. 2б, в), а антитела к маркеру GFAP
(глиальный кислый фибриллярный белок) вы-
явили лишь незначительное присутствие астро-
цитов (рис. 2г). В полученной первичной нейро-
нальной культуре нами обнаружен существенный
синтез белка Gαo1 мыши (mGαo1), который де-
тектировали с помощью специфичных антител
методами вестерн-блотинга и иммунофлуоресцен-
ции (рис. 2б, д). Таким образом, выделение нейро-
нов из цельного мозга новорожденных мышей поз-
волило получить культуру нейронов, богатую
Gαo1-позитивными клетками. Эту культуру ис-
пользовали в дальнейших экспериментах для ви-
русной доставки.

Тропизм серотипов ААВ
к Gαo1-позитивным клеткам in vitro

На следующем этапе мы подобрали условия
эффективной доставки трансгенов в Gαo1-пози-
тивные нейроны мыши in vitro. С этой целью ис-
пользовали контрольный вирусный вектор с ре-
портерным геном eGFP под конститутивным
CMV-промотором (рис. 3a). Для упаковки векто-
ра pAAV-eGFP использовали капсиды серотипов
1, 2, 6, 9 и DJ, охарактеризованных ранее как ней-
ротропные в исследованиях in vitro и in vivo [15,
16]. Эффективность продукции вирусных частиц
в клетках, а также потери в процессе очистки,
контролировали методом кПЦР (рис. 3б). Сред-
няя продукция вирусных частиц разных сероти-
пов в неочищенном клеточном лизате различалась
до 8 раз и составила 3.8 × 1010 (ААВ1), 1.8 × 1010

(ААВ2), 3.7 × 1010 (ААВ6), 1.6 × 1011 (ААВ9) и 1.1 × 1011

(ААВ-DJ) геномных копий (ГК) на см2 площади
культуральной поверхности. Наиболее высокой
была эффективность продукции серотипов ААВ9
и DJ, а самой низкой – серотипа 2, что согласует-
ся с опубликованными данными [33]. Средний вы-
ход вирусных частиц разных серотипов после всех
стадий очистки варьировал в диапазоне 15–27%.
Наибольшая эффективность очистки наблюда-
лась для серотипов 6 и 9 (27 и 22% соответствен-
но, табл. 1). Наибольшими были потери вирусно-
го материала (до 85%) при очистке ААВ1 и ААВ2.
Все препараты ААВ концентрировали до титра
~2 × 1013 ГК/мл.

Первичную культуру нейронов мыши заража-
ли вирусными частицами ААВ-eGFP серотипов
1, 2, 6, 9 и DJ при множественности инфекции
105 ГК на клетку. Общую эффективность зараже-
ния первичной нейрональной культуры разными
серотипами ААВ оценивали по уровню экспрессии
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трансгена eGFP методом вестерн-блотинга (рис. 3в,
г). Установлено, что относительный уровень экс-
прессии GFP через 7 дней после трансдукции был
выше в культурах, трансдуцированных серотипа-

ми 6 и DJ. Наименьшим уровень экспрессии
трансгена был в культуре, трансдуцированной
ААВ9. Анализ выживаемости первичных нейро-
нов не выявил значительных различий между

Рис. 2. Оценка качества клеток и экспрессии Gαo1 в первичной нейрональной культуре, полученной из цельного моз-
га мышей. а – Фазовый контраст; б – анализ экспрессии mGαo1 и маркера нейронов βIII-тубулина методом вестерн-
блотинга; контроль нагрузки – GAPDH. Иммунофлуоресцентное окрашивание культуры нейронов мыши антитела-
ми к нейрональному маркеру βIII-тубулину (в), глиальному маркеру GFAP (г) и mGαo1 (д). Окраска специфичными
антителами показана красным, ядра контрастированы Hoechst 33342 (синий). На в и д показаны репрезентативные по-
ля, на г показано поле с максимальным количеством GFAP-положительных клеток. Длина масштабного отрезка 100 мкм.
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Таблица 1. Эффективность очистки вирусных частиц разных серотипов, кодирующих репортерный белок eGFP

* Выход вирусных частиц рассчитан как отношение общего количества ГК в очищенном препарате к общему количеству ГК
в исходном клеточном лизате в каждом независимом эксперименте (n).

Серотип ААВ Число независимых 
экспериментов, n Средний выход*, % Стандартное отклонение, %

ААВ1 3 15 4
ААВ2 4 15 8
ААВ6 4 27 16
ААВ9 6 22 2
ААВ-DJ 4 19 15
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культурами, трансдуцированными серотипами
ААВ 1, 2, 9, DJ, и нетрансдуцированными клетка-
ми (рис. 3д). Однако обнаружено, что вирусные
частицы с капсидом серотипа 6 проявляли суще-
ственную цитотоксичность в отношении первич-
ной нейрональной культуры.

Чтобы выявить серотип ААВ с наибольшим тро-
пизмом к субпопуляции Gαo1-позитивных нейро-
нов, мы изучили колокализацию экспрессии GFP
и mGαo1 (рис. 4). С этой целью определили про-
цент Gαo1-позитивных клеток, зараженных ААВ-
eGFP (рис. 4а). Все протестированные серотипы
ААВ трансдуцировали Gαo1-позитивные клетки,
однако с разной эффективностью. Наибольшим
тропизмом к Gαo1-позитивным клеткам облада-
ли серотипы ААВ6 и ААВ-DJ: 59 и 66% колокали-
зации соответственно. Серотипы ААВ1, ААВ2 и
ААВ9 имели более низкий тропизм ‒ колокали-
зация с таргетными клетками составила только
19, 25 и 8% соответственно. Пример колокализа-
ции серотипа ААВ-DJ представлен на рис. 4б.

Таким образом, по результатам скрининга пяти
нейротропных серотипов ААВ оптимальным для
заражения mGαo1-позитивных нейронов мыши
in vitro оказался ААВ-DJ. Серотип DJ при множе-
ственности 105 ГК на клетку обеспечивал эффек-
тивную доставку репортерного трансгена в целевые
клетки и обладал низкой цитотоксичностью. Этот
серотип использовали в дальнейшем для тестирова-
ния потенциальных генотерапевтических подходов
и моделирования GNAO1-энцефалопатии.

Экспрессия Gαo1 человека
и супрессия эндогенного Gαo1

На заключительном этапе мы проверили эф-
фективность доставки с помощью ААВ-DJ генети-
ческих конструкций разных конфигураций, кото-
рые потенциально могут быть применены в генной
терапии и моделировании GNAO1-энцефалопатии
в нейронах мыши in vitro. Разработаны две группы
экспрессионных ААВ-векторов (рис. 5а, б).

Рис. 3. Получение и тестирование препаратов вируса различных серотипов, кодирующих белок-репортер. a ‒ Схема
контрольного вирусного вектора, кодирующего репортерный белок eGFP. б ‒ Количество вирусных частиц разных
серотипов в клеточном лизате и после стадий очистки методом кПЦР. Данные представлены в виде числа геномных
копий (ГК)/см2 культуральной поверхности. n – Количество независимых экспериментов. в ‒ Вестерн-блотинг с ли-
затами первичной нейрональной культуры, трансдуцированной разными серотипами ААВ при множественности за-
ражения 105 ГК/клетку. Показан уровень экспрессии eGFP через 7 дней после трансдукции. г ‒ Количественный об-
счет результатов вестерн-блотинга. Показан относительный уровень экспрессии GFP в нейронах, трансдуцирован-
ных разными серотипами ААВ. Уровень экспрессии GFP нормирован по уровню экспрессии βIII-тубулина. д ‒
Анализ цитотоксичности разных серотипов в первичной нейрональной культуре мыши. Показан уровень жизнеспо-
собности трансдуцированных клеток в процентах от нетрансдуцированной культуры.
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Первая группа ААВ-векторов несет в качестве
трансгена кодирующие белок последовательно-
сти GNAO1. Вектор pAAV-GNAO1-wt-myc экс-
прессирует Gαo1 человека (hGαo1) дикого типа
с myc-эпитопом (рис. 5а). Эту конструкцию
можно использовать для тестирования замести-
тельной генной терапии, применимой к пациентам
с LOF-мутациями в гене GNAO1 [12]. С помощью
вектора pAAV-GNAO1-G203R-flag можно достав-
лять мутантную форму трансгенного белка
hGαo1-G203R для выяснения механизма патоге-
неза наиболее часто встречающегося варианта.
Экспрессию обеих форм hGαo1 (нормальной и
мутантной) ААВ-векторами подтвердили в кон-
тексте плазмидной трансфекции в HEK293T с по-
мощью антител, специфичных к myc- и f lag-эпи-
топам соответственно (рис. 5в).

Вторая группа ААВ-векторов кодирует shРНК
(рис. 5б). Специфичные к Gnao1 shРНК подавля-
ют экспрессию эндогенного mGαo1 на посттран-
скрипционном уровне посредством РНК-интер-
ференции [20]. Эти векторы можно использовать
для моделирования GNAO1-энцефалопатии, вы-
званной LOF-мутациями, которые приводят к де-
фициту белка. Кроме того, векторы с shРНК, спе-
цифичные к GNAO1 человека, можно использовать
в генотерапевтических подходах, основанных на

супрессии генов и эффективных при GOF-мутаци-
ях и мутациях с доминантно-негативным проявле-
нием.

Чтобы подобрать shРНК для эффективного
подавления mGαo1, мы протестировали три плаз-
мидные конструкции с таргетирующими последо-
вательностями к Gnao1 (shGnao1/1, shGnao1/2,
shGnao1/3) в HEK293T cо сверхэкспрессией
Gαo1 мыши (рис. 5г). В качестве негативных кон-
тролей использовали shРНК с нетаргетирующей
последовательностью шпильки (shSCR) и последо-
вательностью для подавления GFP (shGFP). Кон-
струкции shGnao1/1 и shGnao1/2 эффективно по-
давляли продукцию mGαo1. Последовательность
shGnao1/1 отобрали для создания ААВ-вектора
(pAAV-shGnao1/1-eGFP), учитывая способность
подавлять Gαo1 как мыши, так и человека.

C помощью описанных экспрессионных век-
торов, несущих трансгенный GNAO1 или shРНК
(рис. 5а, б), мы получили очищенные препараты
ААВ в капсиде DJ. Продукцию и эффективность
очистки вирусных частиц оценивали, как в случае
вирусов с GFP-репортером. Продукция всех ви-
русов серотипа DJ в лизате клеток HEK293T была
сходной: 8.0 × 1010 (GNAO1-wt-myc), 9.6 × 1010

(GNAO1-G203R-Flag), 7.3 × 1010 (shSCR) и 1.0 × 1011

(shGnao1/1) ГК/см2 культуральной поверхности

Рис. 4. Анализ тропизма рекомбинантных аденоассоциированных вирусов разных серотипов на первичной нейро-
нальной культуре. а ‒ Оценка количества трансдуцированных mGαo1-позитивных нейронов мыши. Процент коло-
кализации (черный сегмент) оценивали как отношение mGαo1-позитивных клеток, экспрессирующих eGFP, к обще-
му количеству mGαo1-позитивных клеток. Количество незараженных mGαo1-позитивных нейронов показано се-
рым. В скобках указано количество клеток, участвующих в подсчете. б ‒ Пример колокализации сигнала от клеток,
трансдуцированных ААВ-DJ, экспрессирующих GFP (зеленый), с сигналом от mGαo1-позитивных клеток, окрашен-
ных специфичными антителами (красный). Ядра контрастированы Hoechst 33342 (cиний).
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(рис. 6а). Выход указанных вирусных препаратов
после очистки составил 17, 14, 20 и 12% соответ-
ственно. Вирусные препараты сконцентрировали
до 2‒3 × 1013 ГК/мл, отсутствие белковых приме-
сей проверяли, анализируя вирусные частицы в
полиакриламидном геле с окрашиванием Кумас-
си (рис. 6б).

Вирусные препараты добавляли к mGαo1-бо-
гатой первичной культуре нейронов из цельного
мозга мышей при множественности инфекции
105 ГК на клетку. Через 7 дней после инфекции
анализировали уровень экспрессии трансгенного
hGαo1 человека и эндогенного mGαo1 мыши.
Как показано на рис. 6в, ААВ-DJ обеспечивает
хорошо детектируемый уровень экспрессии
трансгенов GNAO1-wt-myc и GNAO1-G203R-flag
в нейронах на уровне белка. Используя ААВ-DJ
для доставки shРНК, нам удалось добиться сни-
жения экспрессии эндогенного Gnao1 в первич-
ной нейрональной культуре на 85% на уровне
РНК и вдвое на уровне белка mGαo1 (рис. 6г, д
соответственно).

Таким образом, нами показано, что серотип
ААВ-DJ подходит для эффективной доставки в
первичные нейроны мыши трансгенов, обеспечи-
вающих сверхэкспрессию Gαo1 человека, и shРНК

для подавления эндогенного Gnao1. Подобные
условия доставки могут быть использованы как
для моделирования GNAO1-энцефалопатии, так
и для тестирования подходов генной терапии в
нейронах мыши in vitro.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Вирусная доставка генетических конструкций
в клетки-мишени широко применяется в фунда-
ментальных исследованиях [34], а также при разра-
ботке генотерапевтических препаратов [35]. Попу-
лярным вирусным вектором для доставки трансге-
нов в центральную нервную систему являются
рекомбинантные ААВ [18].

В настоящей работе мы оптимизировали ААВ-
опосредованную доставку трансгенов в нейро-
нальной культуре, полученной из цельного мозга
мышей, с целью проведения исследований по
GNAO1-энцефалопатии (рис. 1). Нами провере-
ны пять нейротропных серотипов (1, 2, 6, 9 и DJ)
при множественности инфекции 105 вирусных ге-
номов на клетку. ААВ6 и ААВ-DJ обеспечили са-
мый высокий уровень экспрессии доставленного
GFP-репортера (рис. 3в, г), а также самый высо-
кий тропизм к Gαo1-позитивным нейронам (59 и

Рис. 5. Скрининг плазмидных конструкций для сверхэкспрессии трансгенного hGαo1 или подавления mGαo1 мыши.
а ‒ Схема вирусных векторов, кодирующих нормальную или мутантную форму белка hGαo1, меченного myc- или
flag-эпитопом соответственно. б ‒ Схема вирусного вектора, кодирующего shРНК и GFP в качестве репортерного ге-
на. в ‒ Результат вестерн-блотинга, показывающий экспрессию нормальной или мутантной формы hGαo1 в культуре
HEK293T, трансфицированной разработанными ААВ-векторами. г ‒ Результат скрининга shРНК (shGnao1/1, shGnao1/2,
shGnao1/3), таргетирующих транскрипт гена Gnao1. Конструкции pLKO.1-shРНК транзиентно экспрессировали в
культуре клеток HEK293T совместно с плазмидой pGnao1, кодирующей mGαo1 мыши. Подавление анализировали
методом вестерн-блотинга с антителами, специфичными к Gαo1, GFP. Контроль нанесения – GAPDH.
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66% соответственно) (рис. 4). Установлено, что
серотип ААВ6, в отличие от ААВ-DJ, проявляет
существенную цитотоксичность в первичной
нейрональной культуре мыши (рис. 3д).

Ранее были опубликованы результаты иссле-
дования, в котором сравнивали цитотоксичность
и тропизм серотипов ААВ1, 2, 5, 6, 7, 8, 9 в первич-
ной кортикальной культуре крысы [36]. С помо-
щью иммунофлуоресцентного анализа показано,
что серотипы ААВ2 и ААВ9 обеспечивают мини-
мальную экспрессию GFP в трансдуцированной
культуре, в то время как в клетках, трансдуциро-
ванных серотипами ААВ1 и ААВ6, наблюдается
самая высокая интенсивность сигнала GFP. Эти
данные согласуются с нашими результатами, по-
лученными методом вестерн-блотинга (рис. 3г).

Сообщается также о цитотоксичности ААВ6, хотя
и менее выраженной, чем в наших экспериментах
(рис. 3д). Мы предполагаем, что это связано с
большей гетерогенностью нейрональной культу-
ры, полученной из цельного мозга, чем корти-
кальной культуры. Royo и соавт. [37] также отмети-
ли повышенную токсичность ААВ6 в гиппокам-
пальной культуре крысы в сравнении с серотипами
1, 2, 5, 7, 8 и 9. Изучив роль аминокислотной после-
довательности капсида ААВ6, установили, что
внесение замены K531E в участок капсида, критич-
ный для связывания гепарина, приводит к умень-
шению цитотоксичности без снижения эффектив-
ности трансдукции нейронов [37]. Серотип ААВ-DJ
обладает генно-инженерным капсидом, получен-
ным сочетанием восьми природных серотипов [38].

Рис. 6. Получение и тестирование вирусных препаратов для сверхэкспрессии трансгенного hGαo1 или подавления эн-
догенного Gnao1 в первичной культуре нейронов из мозга мышей. а ‒ Оценка количества целевых ААВ в клеточном
лизате и после стадий очистки методом кПЦР. б ‒ Анализ чистоты вирусных препаратов в полиакриламидном геле в
денатурирующих условиях. Окрашивание Кумасси: отмечены три белка вирусного капсида (VP1, VP2, VP3). в ‒ Ве-
стерн-блот-анализ экспрессии нормальной или мутантной формы hGαo1 в первичных нейронах, трансдуцированных
вирусами ААВ-DJ-GNAO1-wt-myc и ААВ-DJ-GNAO1-G203R-flag. г ‒ Анализ подавления экспрессии эндогенного
Gnao1 на уровне транскрипта методом кПЦР после заражения ААВ-DJ-shРНК первичной нейрональной культуры.
Показан уровень экспрессии (%) от уровня в культуре, трансдуцированной нетаргетирующей контрольной шпилькой
(shSCR). д ‒ Вестерн-блот-анализ подавления экспрессии mGαo1 в трансдуцированной первичной нейрональной
культуре мыши.
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В разных работах показана повышенная cпособ-
ность серотипа DJ трансдуцировать in vitro кле-
точные культуры, в том числе нейрональные [15].
Таким образом, исходя из опубликованных данных
и результатов нашего исследования, мы делаем вы-
вод о том, что ААВ-DJ является оптимальным се-
ротипом для доставки трансгенов в Gαo1-богатую
первичную нейрональную культуру, полученную
из цельного мозга мышей.

С целью моделирования GNAO1-энцефалопа-
тии, а также тестирования генотерапевтических
конструкций, нами созданы ААВ-векторы для
экспрессии hGαo человека и подавления эндо-
генного Gnao1 с помощью shРНК (рис. 5а, б). По-
казано, что серотип DJ обеспечивает эффектив-
ную доставку этих генетических конструкций в
культуру mGαo1-экспрессирующих нейронов
(рис. 6в‒д).

Нейроны мыши с ААВ-опосредованной экс-
прессией hGαo1-G203R могут служить клеточ-
ной моделью GNAO1-энцефалопатии с вариан-
том с.607 G>A (рис. 6в). Эта мутация наиболее часто
встречается у пациентов с GNAO1-энцефалопатией
[5]. По данным родительских организаций под на-
блюдением врачей в России находятся четыре та-
ких пациента. При этом данные о влиянии мута-
ции G203R на функциональную активность Gαo1
остаются противоречивыми [1, 12, 39]. Нейроны
со сниженным с помощью shРНК уровнем эндо-
генного mGαo1 воспроизводят дефицит функ-
ционального белка у пациентов c LOF-мутация-
ми (рис. 6г, д). На таких клеточных моделях
можно изучать молекулярный механизм патоло-
гии GNAO1-энцефалопатии. В частности, мож-
но исследовать общую функциональную актив-
ность ААВ-трансдуцированных нейронов (методом
визуализации Са2+), возможные нарушения адени-
латциклазного каскада, а также электрофизиологи-
ческие характеристики, такие как сопряжение ак-
тивности Gαo1-содержащих рецепторов с работой
потенциалзависимых Са2+-каналов и активируе-
мых G-белком GIRK-каналов. Подобные исследо-
вания помогут восполнить пробел в понимании мо-
лекулярных механизмов патологии [12], а также
скорректировать схему терапии и разработать пер-
сонализированные подходы к терапии пациентов с
GNAO1-энцефалопатией.

Полученные нами генетические конструкции
могут стать основой для создания генотерапевтиче-
ских препаратов. Так, конструкция pAAV-GNAO1-
wt-myc потенциально может использоваться в
заместительной терапии пациентов c LOF-мута-
циями и дефицитом нормального Gαo1 в тканях
мозга (рис. 5а). ААВ-вектор с shGnao1/1 обладает
таргетной последовательностью (TRCN0000036487),
универсальной для супрессии Gαo1 как мыши,
так и человека (рис. 5б). Следовательно, вектор
pAAV-shGnao1/1 можно адаптировать для су-

прессии генного продукта с GOF-мутацией или
доминантно-негативным проявлением. Аналогич-
ная генотерапевтическая стратегия описана для
других неврологических заболеваний [40–43]. В
одном из вариантов этой стратегии (так называе-
мая “Silence-and-replace” [20, 44]) shРНК подав-
ляет экспрессию как мутантного, так и нормально-
го аллеля, при этом параллельно доставляется
функциональная копия гена в том же или в другом
ААВ-векторе. Проверку экспрессии генотерапев-
тических конструкций для GNAO1-энцефалопа-
тии можно проводить на первичных нейронах,
используя ААВ-DJ в качестве инструмента для
доставки.

Серотип ААВ-DJ может использоваться также
в качестве средства доставки в новых подходах к
генной терапии GNAO1-энцефалопатии, таких
как CRISPR-Cas9, CRISPR-Cas13 и молекуляр-
ные редакторы оснований ДНК [21].

Таким образом, созданные в нашей работе ге-
нетические конструкции и оптимизированные
протоколы с применением ААВ помогут продви-
нуться в понимании механизмов патогенеза
GNAO1-энцефалопатии и могут лечь в основу ге-
нотерапевтических препаратов.

Мы благодарим за помощь в клонировании
ряда плазмидных конструкций Усачёва Е.В. (Ла-
боратория трансляционной биомедицины НИЦЭМ
им. Н.Ф. Гамалеи), Лосеву Е.М. и Лучкину Е.А.
(OOO “Марлин Биотех”) за помощь в клонирова-
нии и первичную проверку плазмидных векторов,
Веляева О.А. (OOO “Марлин Биотех”) за продукцию
и очистку плазмидных векторов, Хаматову А.Ю.
(OOO “Марлин Биотех”) за определение титра ви-
русных препаратов методом кПЦР.

Работа проведена с использованием оборудо-
вания ИБР им. Н.К. Кольцова РАН. Мы благода-
рим за предоставленное оборудование Центр высо-
коточного редактирования генома и генетических
технологий для биомедицины (Институт биоло-
гии гена), развиваемый при поддержке Мини-
стерства науки и высшего образования Россий-
ской Федерации.

Все процедуры, выполненные в данной работе,
соответствуют этическим стандартам институцио-
нального комитета по исследовательской этике и
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EFFECTIVE VIRAL DELIVERY OF GENETIC CONSTRUCTS INTO NEURONS 
FOR in vitro MODELING GNAO1-ENCEPHALOPATHY

AND GENE THERAPY TESTING
E. A. Lunev1, 2, 3, A. A. Shmidt1, S. G. Vassilieva1, I. M. Savchenko1, V. А. Loginov1,
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GNAO1 encephalopathy is an orphan genetic disease associated with early infantile epilepsy, impaired motor
control, and severe developmental delay. The disorder is caused by mutations in the GNAO1 gene, leading to
dysfunction of the encoded protein Gαo1. There is no cure for this disease, and symptomatic therapy is inef-
fective. Phenotypic heterogeneity highlights the need for a personalized approach for treating patients with a
specific clinical variant of GNAO1 and requires the study of the disease mechanism in animal and cell mod-
els. Towards this aim, we developed an approach for modeling GNAO1 encephalopathy and testing gene
therapy drugs in primary neurons derived from healthy mice. We optimized the delivery of transgenes to
Gαo1-expressing neurons using recombinant adeno-associated viruses (rAAV). We assessed the tropism of
five neurotropic AAV serotypes (1, 2, 6, 9, DJ) for Gαo1-positive neurons from the whole mouse brain. The
DJ serotype showed the highest potential as a reporter delivery vehicle, infecting up to 66% of Gαo1-express-
ing cells without overt cytotoxicity. We demonstrated that AAV-DJ also provides efficient delivery and expres-
sion of genetic constructs encoding normal and mutant Gαo1, as well as short hairpin RNA (shRNA) to sup-
press endogenous Gnao1 in murine neurons. Our results will further simplify the study of the pathological
mechanism for clinical variants of GNAO1, as well as optimize the testing of gene therapy approaches for
GNAO1 encephalopathy in cell models.

Keywords: adeno-associated viruses, GNAO1 encephalopathy, Gαo1, viral delivery, in vitro modeling of hu-
man diseases, gene therapy, personalized medicine, primary neuronal culture, short hairpin RNA



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /All
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (Adobe RGB \0501998\051)
  /CalCMYKProfile (Photoshop 5 Default CMYK)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Warning
  /CompatibilityLevel 1.3
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /LeaveColorUnchanged
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize false
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness false
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments false
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages false
  /ColorImageMinResolution 300
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /FlateEncode
  /AutoFilterColorImages false
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages false
  /GrayImageMinResolution 300
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /FlateEncode
  /AutoFilterGrayImages false
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages false
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile ()
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /CreateJDFFile false
  /Description <<

  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /BleedOffset [
        14.173230
        14.173230
        14.173230
        14.173230
      ]
      /ConvertColors /NoConversion
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /NA
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /ClipComplexRegions true
        /ConvertStrokesToOutlines false
        /ConvertTextToOutlines false
        /GradientResolution 300
        /LineArtTextResolution 1200
        /PresetName ([High Resolution])
        /PresetSelector /HighResolution
        /RasterVectorBalance 1
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure false
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles false
      /MarksOffset 14.173230
      /MarksWeight 0.250000
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /NA
      /PageMarksFile /RomanDefault
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /LeaveUntagged
      /UseDocumentBleed false
    >>
    <<
      /AllowImageBreaks true
      /AllowTableBreaks true
      /ExpandPage false
      /HonorBaseURL true
      /HonorRolloverEffect false
      /IgnoreHTMLPageBreaks false
      /IncludeHeaderFooter false
      /MarginOffset [
        0
        0
        0
        0
      ]
      /MetadataAuthor ()
      /MetadataKeywords ()
      /MetadataSubject ()
      /MetadataTitle ()
      /MetricPageSize [
        0
        0
      ]
      /MetricUnit /inch
      /MobileCompatible 0
      /Namespace [
        (Adobe)
        (GoLive)
        (8.0)
      ]
      /OpenZoomToHTMLFontSize false
      /PageOrientation /Portrait
      /RemoveBackground false
      /ShrinkContent true
      /TreatColorsAs /MainMonitorColors
      /UseEmbeddedProfiles false
      /UseHTMLTitleAsMetadata true
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [595.000 842.000]
>> setpagedevice


