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Виротерапия рака - новый подход к лечению злокачественных заболеваний, в основе
которого лежат вирусы, способные избирательно заражать и лизировать раковые клетки,
не нанося вреда нормальным клеткам, а также направленно стимулировать иммунную си-
стему против опухолевых клеток. Однако, нейтрализация онколитических вирусов (ОВ)
специфическими антителами, вырабатываемыми организмом, снижает эффективность ви-
ротерапии [2]. Решением этой проблемы является использование клеток-носителей, способ-
ных заражаться ОВ и транспортировать вирус к опухолям и метастазам, например, моди-
фицированных Т-лимфоцитов. Проведение исследований Т-клеток ограничено коротким
сроком их жизни, поэтому для успешной работы с ними in vitro необходима их иммортали-
зация. Герпесвирус саймири (Herpesvirus saimiri, HVS) - лимфотропный вирус приматов,
вызывающий Т-клеточную лимфому у некоторых видов обезьян - способен трансформи-
ровать Т-клетки человека in vitro, позволяя им неограниченно пролиферировать в присут-
ствии интерлейкина-2. При этом не происходит утраты клетками Т-клеточного рецептора
и выделения инфекционных вирусных частиц. Безопасность данного подхода к имморта-
лизации была подтверждена многочисленными работами [1, 3], продемонстрировавшими
отсутствие развития вирусной инфекции после введения иммортализованных клеток в
организм приматов (в том числе человека).

Целью данной работы являлось получение иммортализованной линии Т-лимфоцитов
человека. Мононуклеарные клетки периферической крови, полученные от здорового доно-
ра, заражали HVS и культивировали в течение 6 месяцев, получив стабильную линию. Ме-
тодом проведения RT-ПЦР было подтверждено наличие в клетках ДНК HVS в латентном
состоянии, а характеристика линии по В-клеточным и Т-клеточным поверхностным мар-
керам продемонстрировала, что 99% популяции клеток являются CD4+ T-лимфоцитами.
Следующим этапом было проведение лентивирусной трансдукции клеток вектором, содер-
жащим полицистронную кассету, несущую последовательности, кодирующие Il-2, RFP и
устойчивость к пуромицину. Эффективность трансдукции и селекции оценивали методом
проточной цитофлуориметрии. После этого с использованием системы CRISPR/Cas9 был
делетирован ген MAVS, ответственный за эффективную индукцию интерферона при за-
ражении вирусами. Полученная линия способна эффективно реплицировать широкий ряд
непатогенных штаммов онколитических вирусов и пригодна для дальнейшего изучения на
моделях in vivo с целью доставки ОВ к отдаленным метастазам.
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