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Борьба с герпесвирусными инфекциями является насущной проблемой общественно-
го здравоохранения из-за широкой распространенности вируса простого герпеса, ко-
торый вызывает целый ряд заболеваний, начиная от легких первичных поражений 
кожи и заканчивая тяжелым, а иногда и смертельным энцефалитом. Использование 
антисмысловых олигонуклеотидов (ON, oligonucleotide) для подавления репликации 
вируса простого герпеса является многообещающим направлением в этой области. Для 
доставки ON в клетки мы создали нанокомпозиты, состоящие из антисмысловых ON, 
иммобилизованных на наночастицах TiO2 в форме анатаза (Ans~ON). Мы исследовали 
противовирусную активность нескольких нанокомпозитов, содержащих ON, нацелен-
ные на различные участки генома вируса простого герпеса 1. В работе использовались 
немодифицированные ON и ON с метилсульфонилфосфорамидными межнуклеотид-
ными группами. Наиболее эффективные нанокомпозиты снижали репликацию вируса 
в культуре клеток на 3–3,5 порядка. Значения индекса селективности этих нанокомпо-
зитов были оценены как 90–110 в лечебном режиме.
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Сокращения
Ans – наночастицы TiO2 в кристаллической 

форме анатаз (от англ. anatase); 
IC50 – 50%-я эффективная концентрация об-

разца, приводящая к ингибированию вируса на 
50%; 

MOI – среднее количество вирусных частиц 
на одну клетку (multiplicity of infection); 

ON – олигонуклеотид (oligonucleotide); 
PL – полилизин (polylysine); 

TC50 – 50%-я токсическая концентрация об-
разца, приводящая к гибели 50% неинфицирован-
ных клеток;

ВПГ-1 – вирус простого герпеса первого типа; 
ДМСИ – модифицированная Дульбекко сре-

да Игла;
НК – нуклеиновая кислота;
ТЦД – тканевая цитопатическая доза;
ЭТС – эмбриональная телячья сыворотка.
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НАНОКОМПОЗИТЫ TIO2-ОЛИГОРИБОНУКЛЕОТИД – ЭФФЕКТИВНЫЕ ИНГИБИТОРЫ ВПГ-1

Введение
Вирус простого герпеса (ВПГ) вызывает це-

лый ряд заболеваний, начиная от легких первич-
ных поражений кожи, слизистых оболочек и эпи-
телия роговицы и заканчивая тяжелыми, а иногда 
и смертельными эпизодами энцефалита. Широко 
используемые в настоящее время противогерпе-
тические аналоги нуклеозидов (в первую очередь, 
ацикловир) имеют ряд недостатков: низкую  
растворимость в воде, высокую клеточную ток-
сичность и резистентность к ним вновь появляю-
щихся вирусных изолятов. Поэтому существует 
необходимость в поиске новых способов лечения 
герпесвирусных инфекций. Антисмысловые оли-
гонуклеотиды (ON, oligonucleotide) потенциально 
могут быть использованы для подавления экс-
прессии мРНК генов, ответственных за размно-
жение патогенов. Преимущества этих препаратов 
перед низкомолекулярными противовирусными 
средствами заключаются в следующем: они изби-
рательно распознают целевые нуклеиновые кис-
лоты (НК) посредством комплементарных взаи-
модействий, воздействуют на геном вируса, не 
затрагивая геном организма-хозяина, и могут 
быть быстро перенаправлены на любую целевую 
НК путем изменения последовательности нукле-
отидов. Кроме того, ON хорошо растворимы 
в  воде и менее токсичны, чем их нуклеозидные 
аналоги.

Концепция использования антисмысловых 
ON-препаратов была впервые предложена около 
50 лет назад [1, 2]. Однако их применение в меди-
цинской практике остается ограниченным из-за 
их слабого проникновения в клетки и низкой ста-
бильности в клеточной среде. В последнее десяти-
летие антисмысловые ON изучались как потенци-
альные лекарственные средства от различных 
заболеваний, связанных с «вредными» нуклеино-
выми кислотами [3]. Нусинерсен, будучи на сегод-
няшний день наиболее успешным препаратом на 
основе антисмысловых ON, продемонстрировал 
ценные терапевтические преимущества в клинике 
для лечения спинальной мышечной атрофии [4]. 
Показано, что ON эффективно ингибируют ре-
пликацию ВПГ в клеточной системе (более чем на 
90%) [5, 6] и увеличивают выживаемость лабора-
торных животных [6, 7]. 

Использование наночастиц в качестве средств 
доставки лекарственных препаратов на основе НК 
является многообещающим подходом [8]. Нано-
частицы TiO2 были идентифицированы как по-
тенциальные носители фрагментов НК благодаря 
их способности проникать через плазматическую 
мембрану, стабильности и возможности модифи-
кации поверхности для иммобилизации различ-
ных соединений [9, 10].

Целью настоящего исследования была разра-
ботка эффективного подхода к подавлению ре-

пликации ВПГ 1-го типа (ВПГ-1). Для этой цели 
использованы нанокомпозиты на основе наноча-
стиц TiO2, которые содержат антисмысловые ON, 
воздействующие на геном вируса. В работе ис-
пользовались немодифицированные ON и ON 
с метилсульфонилфосфамидными межнуклеотид-
ными группами.

Материалы и методы
В работе использовали пенициллин, стрепто-

мицин и поли-L-лизин гидробромид (PL, poly-L-
lysine hydrobromide; MW 15000–30000; Sigma-
Aldrich, США); клетки VERO и ВПГ-1 штамм VR-3 
(Вектор, Россия); модифицированную Дульбекко 
среду Игла (ДМСИ; Биолот, Россия); эмбриональ-
ную телячью сыворотку (ЭТС; Gibco, США).

Наночастицы TiO2 в форме анатаза (Ans, от 
англ. anatase; 5 нм) синтезированы, как описано 
ранее [11]. ON синтезировали амидофосфитным 
методом на ДНК-синтезаторе ASM-800 (Biosset, 
Россия) из соответствующих мономеров (Glen 
Research, США). Мезильные группы вводили 
в  соответствии с ранее опубликованным прото-
колом [12].

Нативные и модифицированные ON очищали 
на хроматографе Agilent 1200 (Agilent Technologies, 
США), используя колонку Zorbax SB-C18 (5 мкм; 
4,6 × 150 мм; Agilent Technologies, США), в гради-
енте ацетонитрила (0–50%), содержащего 20 мМ 
ацетат триэтиламмония, рН 7,0.

Молекулярные массы ON (MW, molecular 
weight) определяли методом ESI-MS на масс-
спектрометре Agilent G6410A (Santa Clara, США) 
в  режиме детектирования отрицательных ионов. 
MW (расчет/эксперимент) для ON-10, ON-10a 
и  ON-10b составили 6731,2/6729,6, 7963,2/7962,5 
и 6432,0/6430,2 соответственно.

Конъюгаты Ans/PL и нанокомпозиты Ans/PL•ON 
синтезированы, как описано ранее [11]. Водный 
раствор PL интенсивно перемешивали с  наноча-
стицами Ans в течение 30 мин с последующей про-
мывкой и суспендированием в 0,1 М NaCl. Полу-
чали конъюгаты Ans/PL с концентрацией 1 мг/мл. 
Элементный анализ Ans/PL: Ti – 42,2%, N – 4,8% 
и C – 13,2%, что соответствует содержанию 
~2  мкмоль аминогрупп на 1 мг TiO2. Ans/PL•ON 
(далее Ans~ON) получали после перемешивания 
Ans/PL (0,1 мг для наночастиц) и  ON (2  нмоль) 
в течение 30 мин с последующей промывкой и су-
спендированием в 0,1 М NaCl. Нанокомпозиты 
получены с практически количественным выходом 
(90–100%) с емкостью ~20 нмоль/мг по ON. 

Оценка значений МПК для наночастиц и нано-
композитов в клетках VERO. Клетки VERO 
(105  кл/мл) инкубировали в течение 48 ч в среде 
ДМСИ в 96-луночных планшетах (100 мкл на лун-
ку) при 37°C и 5% CO2 и промывали питательной 
средой без сыворотки. Образцы исследуемых на-
ночастиц и нанокомпозитов разбавляли ДМСИ 
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до необходимой концентрации (5–100 мМ) и ин-
кубировали с клетками VERO при 37°C и 5% CO2 
в течение 48 ч. Деструктивные изменения в клет-
ках после окрашивания трипановым синим оце-
нивали с помощью инвертированного микро- 
скопа [13]. За максимально переносимую кон- 
центрацию (МПК) принимали максимальную  
концентрацию образцов, при которой в клетках не 
наблюдалось существенных изменений. 

Вирулицидные свойства наночастиц и наноком-
позитов. Вирусную суспензию ВПГ-1 (100 мкл) 
смешивали с тестируемыми образцами (Ans, 
Ans~ON-10 или Ans~ON-1) в среде ДМСИ 
(100  мкл). Конечные концентрации наноч- 
астиц Ans и ON в нанокомпозитах Ans~ON  
составляли 0,25 мг/мл и 5 мкМ соответственно; 
тканевая цитопатическая доза (ТЦД), вызывающая 
гибель 50% инфицированных клеток, составляла 
100  ТЦД50/100 мкл. После инкубации (1 ч, 14°C) 
реакционные смеси разбавляли с шагом 10, вноси-
ли в культуру клеток VERO и инкубировали в тече-
ние 48 ч при 37°C. Титр ВПГ-1 выражали как 
lgТЦД50/мл. В качестве контроля использовали ви-
русную суспензию в питательной среде ДМСИ.

Противовирусная активность нанокомпозитов. 
Противовирусную активность образцов изучали 
на клетках VERO, инфицированных ВПГ-1. Клет-
ки VERO (105 клеток/мл) в питательной среде 
ДМСИ, содержащей 10% ЭТС, высевали в 96-лу-
ночные планшеты (100 мкл на лунку) и инкубиро-
вали при 37°C, 5% CO2 и 100%-ной влажности.

Профилактический режим. После получения 
~80% монослоя среду удаляли, а исследуемые об-
разцы Ans~ON (2 мкМ или 5 мкМ в расчете на 
ON) добавляли в лунки в 100 мкл ДМСИ, содер-
жащей 2% ЭТС. В качестве контроля использова-
ли среду ДМСИ без добавления исследуемого об-
разца. После инкубации клеток (37°C, 5% CO2, 
влажность 100%, 4 ч) добавляли суспензию ВПГ-1; 
множественность инфицирования (MOI, multi-
plicity of infection) составляла 0,001 ТЦД50/кл. 
Клетки инкубировали в течение 48 ч в тех же усло-
виях. Вирусингибирующий эффект исследован-
ных образцов выражали в lgТЦД50/мл.

Лечебный режим. После достижения ~80%-го 
монослоя клеток VERO среду удаляли и к клеткам 
добавляли суспензию ВПГ-1 в среде ДМСИ, со-
держащей 2% ЭТС, в объеме 100 мкл/лунку (MOI 
0,001 ТЦД50/кл). После инкубации в стандартных 
условиях в течение 1 ч исследуемые образцы 
(2  мкМ или 5 мкМ в расчете на ON) добавляли 
в лунки в 100 мкл ДМСИ. Титр вируса оценивали 
через 48 ч, как описано выше для профилактиче-
ского режима.

Оценка значений 50%-ной токсической концен-
трации (TC50) и 50%-ной эффективной концентра-
ции (IC50) для Ans~ON. Цитотоксичность и противо-
вирусную эффективность исследуемых образцов 
оценивали колориметрическим методом по опти-

ческой плотности раствора красителя, поглощае-
мого живыми клетками в монослое [14].

Для оценки цитотоксичности исследуемые 
образцы в среде ДМСИ (0,1 мл, 0,025–50,0 мкМ 
для ON) вносили в лунки 96-луночных планшетов 
с клетками VERO. Контролем служили клетки 
в  среде ДМСИ. После инкубации клеток (48 ч, 
37°C, 5% CO2) среду удаляли и МТТ-краситель 
(3-[4,5-диметилтиазол-2-ил]-2,5-дифенилтетра- 
золийбромид) в буфере (фосфатная соль Дульбек-
ко; 0,75 мл, 1 мг/мл) вносили в каждую лунку.  
После инкубации клеток (90 мин, 37°C) раствор 
красителя удаляли, добавляли диметилсульфоксид 
(0,1 мл) и через 10 мин измеряли оптическое по-
глощение в каждой лунке на спектрофотометре 
Emax (Molecular Devices, США) при 540 нм, что 
является показателем количества жизнеспособ-
ных клеток в монослое. 

Противовирусную активность образцов изу-
чали в лечебном режиме. Клетки VERO в моно-
слое на 96-луночных планшетах инфицировали 
вируссодержащей жидкостью (0,1 мл) при MOI 
0,001 ТЦД50/кл. После адсорбции вируса (1 ч) ви-
руссодержащую жидкость удаляли и в каждую 
лунку добавляли исследуемые образцы (0,1 мл; 
0,025–3  мкМ в расчете на ON). В качестве кон-
троля использовали клетки, к которым не добав-
ляли образец в  ДМСИ. После инкубации клеток 
(48 ч, 37°C, 5% CO2) культуральную среду удаляли. 
Цитопатическое действие образцов оценивали по 
жизнеспособности клеток с помощью МТТ-теста, 
как описано выше. Значения TC50 и IC50 для каж-
дого образца рассчитаны с помощью компьютер-
ной программы SoftMaxPro-4.0 из зависимости 
оптического поглощения от концентрации иссле-
дуемого образца.

Статистический анализ проводили с исполь-
зованием программы Statistica 12. Титр вируса 
в контроле и эксперименте рассчитывали по мето-
ду Спирмена–Кербера и выражали в lgТЦД50/мл. 
Различия между результатами с эксперименталь-
ными и контрольными образцами считались ста-
тистически значимыми при р ≤ 0,05.

Результаты и обсуждение
Синтез нанокомпозитов Ans~ON. Ранее мы 

продемонстрировали успешное использование 
TiO2-наночастиц для доставки ON в клетки. По-
казано, что ON-содержащие нанокомпозиты на 
основе таких наночастиц эффективно подавляют 
репликацию вируса гриппа А in vitro [11, 15] и in 
vivo [16, 17]. Нанокомпозиты этого типа использо-
вались также для коррекции артериальной гипер-
тензии на модели крыс НИСАГ (крыс с наследуе-
мой индуцируемой стрессом артериальной 
гипертензией) [18]. 

В настоящей работе мы использовали тот же 
подход для подавления репликации ВПГ-1. Для 
получения ON-содержащих нанокомпозитов мы 
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использовали TiO2-наночастицы в кристалличе-
ской форме анатаза [11]. Наночастицы были 
предварительно покрыты PL с последующей им-
мобилизацией ON за счет электростатического 
взаимодействия между отрицательно заряженны-
ми межнуклеотидными фосфатными группами 
ON и  положительно заряженными аминогруппа-
ми полилизина. Таким образом были получены 
нанокомпозиты Ans~ON [11].

Выбор эффективного ON для ингибирования ре-
пликации ВПГ-1. Эффективность использования 
антисмысловых ON зависит не только от их успеш-
ной доставки в клетки, но и от выбора подходящей 
мишени в геноме вируса. Мишенями обычно явля-
ются мРНК, которые соответствуют сайтам ини- 
циации трансляции или сайтам сплайсинга не- 
посредственно ранних генов ВПГ-1. ON может 
связываться с комплементарным участком мРНК 
гена-мишени, что приводит либо к механическому 
блокированию мРНК, либо к ее деградации под 
действием РНКазы Н. Связывание с сайтами 
сплайсинга может модулировать альтернативный 
сплайсинг, что приводит к появлению различных 
вариантов белка. В обоих случаях ингибируется 
экспрессия соответствующего гена [19]. 

На основе анализа литературных данных [20] 
мы выбрали девять олигонуклеотидных последо-
вательностей (ON-2 – ON-10), которые показали 
90%-ное подавление репликации ВПГ-1. В каче-
стве контрольного ON использовали ON-1, не-
комплементарный вирусному геному. 

5’-ACGAGCGTGTTACTTCTGCG (ON-1) [21];
5’-GCGGGGCTCCATGGGGGTCG (ON-2) [22];
5’-ACGAGGGCGTTCCTCCTGCG (ON-3) [21];
5’-ACGTTCCTCCTGCGGGAA (ON-4) [23];

5’-GGTCGTATGCGGCTGGAGGGTCGC 
(ON-5) [7];

5’-GGTGTCGGATATGGCCTCTGGTGG 
(ON-6) [7];

5’-ACCGAGGTCCATGTGCGTACGC (ON-7) 
[24];

5’-GCGGGTGAGCCCC (ON-8) [25];
5’-CGTTCCTССTGС (ON-9) [26];
5’-GCCGAGGTCCATGTCGTACGC (ON-10) [5].
Сравнение противогерпетической активности 

Ans~ON. Значения МПК для наночастиц и нано-
композитов в отношении клеток VERO были оце-
нены как 0,5 мг/мл для Ans и 0,75 мг/мл для 
Ans~ON. Противовирусную активность наноком-
позитов Ans~ON изучали при меньших, т.е. неток-
сических концентрациях (0,05–0,25 мг/мл). При 
этом концентрации ON в нанокомпозитах Ans~ON 
составляли соответственно 1–5 мкМ с  учетом ем-
кости нанокомпозита по ON (20 нмоль/мг). 

Все исследованные нанокомпозиты, содержа-
щие ON, комплементарные различным мРНК-ми- 
шеням генома ВПГ-1, оказались достаточно эф-
фективными. Они подавляли репликацию вируса 
в профилактическом режиме на 1–5 и 0,5–3,5 по-
рядка при концентрации ON в нанокомпозитах 
5 мкМ и 2 мкМ соответственно (рис. 1). Наиболее 
активным оказался нанокомпозит, содержащий 
ON-10, нацеленный на сайт инициации трансля-
ции мРНК гена, кодирующего белок UL13. Важно 
отметить, что этот ON может быть использован 
для подавления не только ВПГ-1, но также вируса 
герпеса второго типа (ВПГ-2) благодаря гомоло-
гичным нуклеотидным последовательностям их 
генов-мишеней [5]. Этот ON был выбран для 
дальнейших исследований. 

Рис. 1. Противовирусная активность нанокомпозитов Ans~ON в отношении ВПГ-1 в профилактическом режиме. Концентра-
ции ON в нанокомпозитах составляли 5 мкМ (темные столбцы) и 2 мкМ (светлые столбцы). Титр вируса в клетках без добавле-
ния образца, С. Представленные средние значения, стандартные отклонения и различия в значениях титра вируса были рассчи-
таны с использованием метода Спирмена-Кербера. Разница между значениями титра в контроле и образцах с нанокомпозитами 
при р ≤ 0,05.
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Нанокомпозит Ans~ON-1, содержащий ON, 
некомплементарный мРНК вирусного генома, 
оказался практически неактивным. Это указывает 
на избирательное действие ON, нацеленных на 
специфические участки вирусных мРНК. 

Вирулицидность наночастиц Ans и нанокомпо-
зитов Ans~ON. Мы проверили вирулицидные 
свойства наночастиц Ans и нанокомпозита 
Ans~ON-10 в бесклеточной системе. Для сравне-
ния использовали нанокомпозит Ans~ON-1.

Титр вируса в бесклеточной системе после об-
работки наночастицами или нанокомпозитами 
практически не изменялся по сравнению с кон-
тролем (вирус без образцов) независимо от того, 
использовался ли в нанокомпозитах антисмысло-
вой или контрольный ON (данные не приведены). 
Следовательно, ни наночастицы, ни нанокомпо-
зиты не проявляют вирулицидных свойств в бес-
клеточных экспериментах даже при высоких  
концентрациях (20 мкМ для ON), которые значи-
тельно превышают концентрацию, приводящую 
к  эффективному подавлению репликации вируса 
в клетках. Следовательно, вирус недоступен для 
воздействия до попадания в клетку, т.е. наноча-
стицы не разрушают вирусную оболочку и не по-
зволяют ON проникать внутрь вируса. Внутри 
клетки вирусный геном может высвободиться из 
вирусной оболочки, после чего его дальнейшие 
трансформации приводят к образованию вирус-
ной мРНК, уязвимой для антисмысловых ON.  
Таким образом, только в клеточной системе ON 
может влиять на репликацию вируса.

Сравнение противогерпетического действия 
нативных и модифицированных ON. Для усиления 
биологического действия ON многие исследова-
тели модифицируют их различными способами, 
что позволяет повысить устойчивость олигоме-
ров к  клеточным нуклеазам, изменить их взаи-
модействие с НК-мишенями, повысить способ-
ность проникать через цитоплазматическую 
мембрану и т.д. Мы сравнили противогерпетиче-
скую эффективность нативных и модифициро-

ванных ON при использовании нанокомпозитов 
Ans~ON.

Мы выбрали метилсульфонильную (мезиль-
ную) фосфамидную группу [12] для модификации 
сахарофосфатного остова ON-10. Эта модифика-
ция может обеспечить лучшую стабильность по от-
ношению к клеточным нуклеазам, а также сохране-
ние отрицательного заряда ON, необходимого для 
взаимодействия с аминогруппами полилизина при 
иммобилизации на наночастицах Ans/PL. Кроме 
того, этот тип модификации не исключает вовлече-
ния РНКазы Н в механизм действия антисмысло-
вого ON [27].

Мы использовали ON-10a с гапмер-подобной 
модификацией, когда модифицированы по две 
межнуклеотидные группы на обоих концах ON 
(четыре мезил-содержащие группы), и ON-10b 
с полностью модифицированным остовом (20 ме-
зил-содержащих групп). Мы также использовали 
гапмер-версию контрольного ON-1a. 
5’-G*C*CGAGGTCCATGTCGTAC*G*C	 ON-10a;
5’-G*C*C*G*A*G*G*T*C*C*A*T*G*T*C* 
G*T*A*C*G*C	 ON-10b; 
5’-A*C*GAGCGTGTTACTTCTG*C*G	 ON-1a;
* метилсульфонилфосфамидные (мезилфосфа-
мидные) межнуклеотидные группы.

На рис. 2 представлены структуры нуклео-
тидного звена после автоматизированного твер-
дофазного олигонуклеотидного синтеза, включа-
ющего обычные (а) или альтернативные (b) 
стадии окисления фосфиттриэфирного звена, 
которые приводят к образованию фосфодиэфир-
ной или мезилфосфамидной межнуклеотидных 
групп соответственно. 

Мы сравнили противогерпетическую актив-
ность нанокомпозитов Ans~ON-10, Ans~ON-10a 
и Ans~ON-10b, содержащих нативные и модифи-
цированные ON, в лечебном режиме, который бо-
лее целесообразен в практическом смысле для ле-
чения герпеса, чем профилактический режим. 
Результаты представлены на рис. 3.

Рис. 2. Схема автоматизированного твердофазного синтеза ON, включающего обычные (а) или альтернативные (b) стадии окис-
ления фосфиттриэфирного звена, которые приводят к образованию фосфодиэфирной или мезилфосфамидной межнуклеотид-
ных групп соответственно.
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Как и в предыдущих экспериментах, нано-
композиты, содержащие контрольные ON-1 
и ON-1a, практически не подавляли репликацию 
вируса, что подтверждает избирательное действие 
антисмысловых ON. Присутствие четырех моди-
фицирующих групп в ON-10a привело к сниже-
нию противовирусной активности, тогда как пол-
ностью модифицированный ON-10b проявил 
сравнимую активность с немодифицированным 
ON-10. При концентрации 1 мкМ подавление ре-
пликации вируса в обоих случаях произошло на 
два порядка, а при концентрации 2 мкМ – на 3,0 
и 3,5 порядка соответственно. Вероятно, модифи-
кация всех межнуклеотидных групп компенсиру-
ет пониженную активность гапмера. Возможно, 
изменение схемы модификации позволит опти-
мизировать противовирусное действие анти-
смысловых ON, поскольку показано, что паттерн 
модификации, т.е. взаимное расположение моди-
фицирующих групп вдоль олигонуклеотидной 
цепи, может радикально влиять на биологиче-
скую активность [28].

Таким образом, мы продемонстрировали, что 
модифицирующие группы в структуре ON не пре-
пятствуют проявлению их противовирусной ак-
тивности. Можно предположить, что модифици-
рованные ON будут более активны in vivo, как это 
было показано в нашей предыдущей работе [16].

Оценка значений IC50, TC50 и индекса селектив-
ности (SI) для исследуемых нанокомпозитов. Для 
оценки токсического и противовирусного дей-
ствия нанокомпозитов Ans~ON-10, Ans~ON-10a 
и  Ans~ON-10b мы использовали колориметриче-
ский метод [29], изучив жизнеспособность клеток 
VERO после их обработки нанокомпозитами 
в  различных концентрациях в отсутствие и в при-
сутствии ВПГ-1 соответственно. Противовирусное 
действие оценивали в лечебном режиме. Значе- 
ния 50%-ной токсической концентрации (TC50)  
и 50%-ной ингибирующей концентрации (IC50) для 
исследуемых нанокомпозитов позволили рассчи-
тать соответствующие значения SI (SI = TC50/IC50)  
(таблица). Достаточно высокие значения SI по-
зволяют рассматривать исследованные наноком-
позиты в качестве антисмысловых агентов для по-
давления репликации ВПГ-1.

Заключение
Продемонстрировано успешное использование 

предложенных нанокомпозитов, содержащих как 
нативные, так и модифицированные антисмысло-
вые ON, для подавления репликации вируса ВПГ-1. 
Наиболее эффективный нанокомпозит, содержа-
щий ON, нацеленный на удачно выбранную ми-
шень в геноме ВПГ-1, снижал репликацию вируса 
в культуре клеток на 3,5 порядка при концентрации 
2 мкМ. Индекс селективности этого нанокомпозита 
был оценен как ~100 в лечебном режиме.

Авторы благодарны докт. С. Яшник (Инсти-
тут Катализа СО РАН) за предоставление наноча-
стиц TiO2. Исследование выполнено при финан-
совой поддержке Российского научного фонда 
(проект №23-24-00184). Работа проведена без ис-
пользования животных и без привлечения людей 
в  качестве испытуемых. Авторы заявляют об от-
сутствии конфликта интересов.

Рис. 3. Противовирусная активность нанокомпозитов Ans~ON в отношении вируса ВПГ-1 в лечебном режиме. Концентрации ON 
в нанокомпозитах составляли 2 мкМ (темные столбцы) и 1 мкМ (светлые столбцы); титр вируса в клетках без добавления образца, 
С. Представленные средние значения, стандартные отклонения и различия в значениях титра вируса были рассчитаны с использо-
ванием метода Спирмена-Кербера. Разница между значениями титра в контроле и образцах с нанокомпозитами при р ≤ 0,05.

Таблица
Значения TC50, IC50 и SI для исследованных нанокомпозитов

Образец TC50, мкМa) IC50, мкМa) SI

Ans~ON-10 25,6 0,28 91,4

Ans~ON-10a 24,1 0,34 72,0

Ans~ON-10b 16,4 0,15 111,6
Концентрации (мкМ) для ON в нанокомпозитах.
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RESEARCH ARTICLE

Effective in vitro inhibition of herpes simplex virus type 1 replication 
by oligonucleotide-containing nanocomposites

M.N. Repkova1 , V.F. Zarytova1 , O.Yu. Mazurkov2 , N.A. Mazurkova2 ,  
E.V. Makarevich2 , E.I. Filippova2 , M.D. Nekrasov1 , 

M.S. Kupryushkin1 , A.S. Levina1, * 

1Institute of Chemical Biology and Fundamental Medicine, Siberian Brunch of Russian Academy of Sciences,  
8 Lavrent’eva pr., Novosibirsk, 630090, Russia;
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The control of herpesvirus infections is a pressing public health issue because of the widespread 
prevalence of herpes simplex virus (HSV), which causes a variety of diseases ranging from mild 
primary skin lesions to severe and sometimes fatal encephalitis. The use of antisense 
oligonucleotides (ONs) to suppress HSV replication is a promising development in this field. To 
overcome one of the major obstacles in delivering ONs into cells, we have prepared 
nanocomposites, which are composed of antisense oligonucleotides immobilized on titanium 
dioxide nanoparticles in the form of anatase (Ans~ON). We have investigated the antiviral 
activity of several nanocomposites bearing oligonucleotides targeting different regions of the 
HSV-1 genome. Unmodified oligonucleotides and oligonucleotides with methylsulfonyl 
phosphoramidate internucleotide groups have been used in the work. The most effective 
nanocomposites reduced virus replication in the cell culture by 3–3.5 orders of magnitude. The 
selectivity index values of these nanocomposites have been evaluated as 90–110 in the post-
infection mode.

Keywords: nanocomposites; antisense oligonucleotides; TiO2 nanoparticles (anatase); antiviral 
effect, herpes simplex virus
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