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У большинства людей, инфицированных вирусом простого герпеса 1 типа (ВПГ1) -
около 3,7 млрд. человек, вирус находится в латентном состоянии, устойчивом к действию
противовирусных препаратов. При реактивации вируса возникают серьезные заболева-
ния, нередко со смертельным исходом. Кроме того, при лечении появляются лекарственно
устойчивые штаммы ВПГ1 [4]. В связи с этим активно проводятся поиски новых терапев-
тических подходов, одним из которых является технология редактирования геномов с ис-
пользованием системы CRISPR/Cas9 [1]. Попытки использования системы CRISPR/Cas9
в составе лентивирусных векторов пока не привели к желаемому успеху [3].

Цель работы - оценить способность системы CRISPR/Cas9, экспрессируемой с плазми-
ды и направленной на 2 гена геликаза-праймазного комплекса ВПГ1, подавлять инфекцию
ВПГ1 в зараженных клетках.

В работе использовали следующие плазмиды системы CRISPR/Cas9: вектор без спейсе-
ров против вирусных генов (PX458); без направляющей РНК (gRNA-); без Cas9 (Cas9-);
без направляющей РНК и Cas9 (gRNA-Cas9-); и плазмиду, кодирующую две направля-
ющие РНК против генов ВПГ1 (UL52-UL29). Культуру клеток Vero трансфицировали
с помощью Lipofectamine 3000. Показана высокая эффективность трансфекции клеток
Vero плазмидами CRISPR/Cas9-системы (>50%) и отсутствие значимого цитотоксичного
действия (>80% живых клеток в трансфицированной популяции). В культурах клеток
Vero, зараженных ВПГ1 через 3 дня после трансфекции плазмидой CRISPR/Cas9 (UL52-
UL29), отсутствовали инфицированные клетки, что свидетельствует о полном (100%-ном)
и быстром ингибировании ВПГ1-инфекции (рис. 1). Напротив, после заражения клеток,
трансфицированных плазмидами Cas9- и gRNA-Cas9-, количество инфицированных
клеток было статистически значимо больше, чем в контроле заражения ВПГ1, р<0.05.
Возможно, это связано со способностью компонентов системы CRISPR/Cas9 индуциро-
вать гены иммунного ответа [2].

Полученные результаты указывают на перспективность использования системы CRISPR/Cas9
при разработке новых стратегий борьбы с герпесвирусными инфекциями.

Работа поддержана грантом РФФИ № 19-04-01218.
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Иллюстрации

Рис. 1. Противовирусная активность CRISPR/Cas9 плазмид в отношении ВПГ1-инфекции in
vitro. # - статистически значимые различия по сравнению со всеми группами (t-test; p<0,05); *
- статистически значимые различия (t-test; p<0,05).
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