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Вирус простого герпеса 1 типа (ВПГ1) после первичного заражения переходит в латент-
ное состояние и пожизненно присутствует в организме. При различных неблагоприятных
условиях вирус может реактивироваться и вызывать серьезные заболевания. Современ-
ные противовирусные препараты снижают тяжесть острых инфекций, но не устраняют
латентный вирус [n3]. Редактирование генов с использованием CRISPR/Cas9 позволяет
разрушать или элиминировать латентные гены, тем самым устраняя возможность вирус-
ной реактивации и патогенеза [n2]. В институте молекулярной биологии РАН получены 3
плазмидные конструкции, экспрессирующие систему CRISPR/Cas9, с двойными направ-
ляющими РНК, нацеленными против генов UL19 и UL30, кодирующих основной белок
VP5 капсида и вирусную ДНК-полимеразу, соответственно. Плазмиды различались по
прогнозируемым показателям специфичности и эффективности спейсеров: UL19-UL30-
Best; UL19-UL30-2nd и UL19-UL30-Mega [n1].

Цель работы состояла в сравнительном анализе цитотоксичности и противовирусных
свойств полученных плазмид, содержащих компоненты системы CRISPR/Cas9, в транс-
фицированных клетках Vero, зараженных ВПГ1.

Клетки Vero трансфицировали плазмидами и через 48 ч изучали цитотоксичность.
Показано, что при трансфекции плазмидами UL19-UL30-Best и UL19-UL30-Mega коли-
чество жизнеспособных клеток составило 60% и 70% соответственно, при использовании
плазмиды UL19-UL30-2nd - 32%. Изучение противовирусных свойств показало, что через
48 ч после заражения клеток Vero, трансфицированных плазмидами UL19-UL30-Best и
UL19-UL30-Mega, инфицированные клетки, содержащие поздний структурный белок gB
ВПГ1, отсутствовали, что свидетельствует о полном (100%-ном) ингибировании репли-
кации ВПГ1. При трансфекции плазмидой UL19-UL30-2nd количество инфицированных
клеток составило 45%. Анализ ингибирования плазмидами образования новых вирусных
частиц показал, что при внесении культуральных жидкостей от клеток, трансфицирован-
ных плазмидой UL19-UL30-Best, наблюдали 100% подавление инфекционной активности
ВПГ1, плазмидой UL19-UL30-Mega - 94,7%, плазмидой UL19-UL30-2nd - 56,7% (рис.1).

Полученные результаты указывают на перспективность использования CRISPR/Cas9
плазмид UL19-UL30-Best и UL19-UL30-Mega при разработке новых стратегий борьбы с
герпесвирусными инфекциями.
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Иллюстрации

Рис. 1. Рис. 1. Ингибирование продуктивной ВПГ1-инфекции в клетках Vero. Подавление про-
дукции вновь образованных вирусных частиц в культуре Vero после внесения культуральных
жидкостей от зараженных культур, трансфицированных плазмидами, указанными по горизонта-
ли. Контроль – внесение культуральных жидкостей от нетрансфицированных зараженных кле-
ток. По вертикали – подавление ВПГ1 – инфекции в % от контроля, среднее значение ± стандарт-
ное отклонение (M ± SD). *Различия статистически значимы при p < 0.05 (t-test); #различия
статистически значимы по сравнению со всеми изученными вариантами при p < 0.05 (t-test).
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