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Обоснование. Применение системы CRISPR/Cas9 представляется одним из быстро развивающихся на-
правлений в  биотехнологии. Данный метод был использован для получения клонов клеточной линии чело-
веческого происхождения с  нокаутом одного или нескольких генов семейства IFITM, являющихся фактора-
ми рестрикции гриппозной инфекции. Ранее было показано, что амфотерицин В способствует увеличению 
гриппозной инфекции за счет блокировки функции IFITM3. 

Цель — оценить влияние амфотерицина В на чувствительность клеток с нокаутом генов семейства IFITM 
к  инфекции вирусом гриппа А. 

Методология. Клетки WI-38 VA-13 и их мутантные клоны с нокаутом гена IFITM3 (клон F3) или генов 
IFITM1, IFITM3 (клон Е12) заражали вирусом гриппа A/PR/8/34 (H1N1) в  присутствии или отсутствие 
амфотерицина В. Через 48  ч после заражения отбирали культуральную среду для определения инфекцион-
ной активности вируса методом титрования в  клеточной культуре MDCK, а  также гемагглютинирующей 
активности вируса. Зараженные клетки окрашивали флуоресцентно меченными антителами против вирусного 
белка  NP и  определяли количество инфицированных клеток методом проточной цитометрии. 

Результаты. Добавление амфотерицина В повышало гемагглютинирующую и инфекционную активность 
вируса при его внесении в  клеточную культуру WI-38 VA-13, а  для клонов с  нокаутом генов IFITM разница 
была незначительная. Аналогичное соотношение было получено для доли зараженных клеток.

Заключение. Мутантные клетки с нокаутом одного или нескольких генов семейства IFITM были одина-
ково чувствительны к гриппозной инфекции вне зависимости от добавления амфотерицина В, что подтверж-
дает решающее значение дефекта в  белке IFITM3 в  повышении пермиссивности клеток к  вирусу гриппа А. 
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BACKGROUND: The application of CRISPR/Cas9 is one of the most rapidly developing areas in biotechnol-
ogy. This method was used to obtain clones of а  human origin cell line with knockout of one or more genes of the 
IFITM family, representing host restriction factors for influenza infection. Amphotericin B has previously been shown 
to promote influenza infection by blocking IFITM3 function.

AIM: The aim of this study was to evaluate the effect of amphotericin B on the sensitivity of IFITM knockout 
cells to influenza A virus infection.

MATERIALS AND METHODS: WI-38 VA-13 cells and mutant clones with IFITM3 knockout (F3 clone) or 
IFITM1, IFITM3 knockout (clone E12) were infected with influenza virus A/PR/8/34 (H1N1) in the presence or 
absence of amphotericin B. Forty-four hours after infection, the culture medium was taken to determine the infec-
tious activity of the virus by titration in the MDCK cell culture, as well as the hemagglutinating activity of the virus. 
The infected cells were stained with fluorescently labeled antibodies against the viral NP protein, and the number of 
NP-positive cells was determined by flow cytometry.
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RESULTS: The addition of amphotericin B increased the hemagglutinating and infectious activity of the virus in 
WI-38 VA-13cells, while the difference was insignificant for clones with IFITM gene knockout. A similar dependency 
was obtained for the percent of infected cells.

CONCLUSIONS: Mutant cells with a knockout of one or several genes of the IFITM family were equally sus-
ceptible to influenza infection regardless of the addition of amphotericin B, which confirms the crucial importance 
of a defect in the IFITM3 protein in increasing the permissiveness of cells to influenza A virus.

Keywords: IFITM3 knockout; influenza virus; WI-38 VA-13 cell line; amphotericin B.

Обоснование

Белок IFITM3 входит в  семейство транс-
мембранных интерферон-индуцируемых бел-
ков. Как было показано ранее, от 50 до 80 % 
защитных свойств интерферона обеспечивает 
именно IFITM3, блокируя слияние вирусных 
частиц и  ограничивая таким образом вирус-
ную инфекцию [1]. В свою очередь антими-
котический препарат амфотерицин В понижа-
ет IFITM3-опосредованную рестрикцию, тем 
самым увеличивая вирусную репликацию [2]. 
На основе клеточной культуры эмбриональных 
фибробластов WI-38 VA-13 были получены ли-
нии клеток, дефектные по гену IFITM3, с по-
мощью метода CRISPR-Cas9, как описано ра-
нее [3]. При транскриптомном анализе клонов 
было выявлено, что клон F3 характеризовался 
сниженной экспрессией IFITM3, в то же время 
у клона E12 нокаут также затронул ген IFITM1. 
В предыдущих исследованиях было показано, 
что клоны E12 и F3 более чувствительны к ин-
фекции вирусом гриппа по сравнению с исход-
ными клетками (неопубликованные данные). 
С учетом того что амфотерицин В подавляет 
защитные механизмы IFITM3, его добавление 
в  культуральную среду может быть маркером 
связи нокаута гена IFITM3 и  пермиссивности 
к  вирусу гриппа.

Цель данной работы  — оценить влияние 
амфотерицина В на чувствительность клеток 
с  нокаутом генов IFITM к  инфекции вирусом 
гриппа А.

Материалы и методы

Клетки WI-38 VA-13 и мутантные клоны E12 
(нокаут IFITM1, IFITM3) и F3 (нокаут IFITM3) 
культивировали в  базовой среде DMEM/F-12 
(1 : 1) c добавлением 1 %  NEAA (Gibco), 
1 %  Sodium pyruvate (Gibco), 1 %  GlutaMax 
(Gibco), 1 % антибиотика Pen/Strep (Gibco) 
и  10 % сыворотки FBS (Gibco) в  инкубато-
ре при 37 °C, 5 % CO2. Для заражения клеток 
 использовали вирус A/Puerto Rico/8/34 (H1N1) 
(A/PR8) в  дозе 2 ТИД50/клетку (ТИД50  — 
50 %  тканевой инфекционной дозы). В среду 
для заражения добавляли (или не добавляли) 
амфотерицин В в  концентрации 0,25  мкг/мл. 
Через 48  ч после внесения вируса собирали 
аликвоты культуральной жидкости, в  которых 

вычисляли количество вирусных частиц мето-
дом титрования с определением инфекционной 
активности в  клеточной культуре MDCK или 
гемагглютинирующей активности с  0,5 % су-
спензией куриных эритроцитов. Зараженные 
клетки собирали, фиксировали, пермеабили-
зировали (BD Cytofix/Cytoperm) и  окраши-
вали флуоресцентно меченными антителами 
к  белку  NP вируса гриппа А (ООО «ППДП»). 
В качестве контроля для окрашивания исполь-
зовали незараженные клетки. Относительное 
количество зараженных клеток подсчитывали 
на проточном цитометре Cytoflex (Beckman 
Coulter).

Результаты и обсуждение

В данном исследовании мы оценили влия-
ние амфотерицина В на чувствительность кле-
ток с  нокаутом одного или нескольких генов 
семейства IFITM к  инфекции, вызванной ви-
русом гриппа  А. Клетки WI-38 VA-13 (исход-
ные и  мутантные с  нокаутом) заражали виру-
сом гриппа  А/PR8 в  присутствии и  отсутствие 
амфотерицина В. На рис. 1 показан резуль-
тат определения титра вируса, накопленного 
в  клетках в  различных условиях.

Согласно полученным данным в  исходных 
клетках с  полноценным белком IFITM3 вирус 
гриппа А накапливался в  большем титре при 
добавлении амфотерицина В, чем без добав-
ления (разница в  10 раз). В клетках F3 и  E12 
амфотерицин В практически не влиял на титры 
выделяющегося вируса.

На рис. 2 представлена разница в  заражае-
мости клеток WI-38 VA-13с нокаутом IFITM3 
и без него. Мутантные E12 и F3 не характери-
зовались значительным изменением количества 
зараженных клеток в  зависимости от наличия 
амфотерицина В в среде. В свою очередь, чис-
ло зараженных клеток без нокаута IFITM3 при 
добавлении амфотерицина В возрастало почти 
на 30 %. 

Исходя из полученных результатов мож-
но заключить, что повышенная чувствитель-
ность клонов F3 и  E12 к  гриппозной инфек-
ции объясняется главным образом нокаутом 
гена IFITM3, а  не случайными эффектами 
офф-таргет. Мутантные клетки с  нокаутом 
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одного или нескольких генов семейства IFITM 
были одинаково чувствительны к  гриппозной 
инфек ции вне зависимости от добавления 
амфо терицина В, что подтверждает решающее 
значение дефекта в  белке IFITM3 в  повыше-
нии пермиссивности клеток к  вирусу грип-
па А. Можно отметить, что амфотерицин  В 
повышает восприимчивость клеток к  виру-
су гриппа за счет воздействия на механизм 
рН-опосредованного эндоцитоза, и, возможно, 
данный эффект будет проявляться и для других 
вирусов, использующих указанный механизм 
для проникновения в  клетки. 

Заключение

Таким образом, полученные результаты мо-
гут иметь значение для применения антимико-
тика Амфотерицин B и подобных ему препара-
тов при терапии вирусных инфекций.
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Рис. 1. Количество вируса A/PR8, накапливающегося в  культуральной среде, при заражении исходных клеток 
WI-38 VA-13 и  мутантных клонов E12 и  F3: а  — инфекционная активность вируса; b  — гемагглютинирующая 
активность. AmpB  — амфотерицин В

Fig. 1. The yield of the A/PR8 virus in the infected original WI-38 VA-13 cells and mutant clones E12 and F3: а — viral 
infectious activity; b  — viral hemagglutinating activity. AmpB  — amphotericin B
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Рис. 2. Количество инфицированных мутантных и  ис-
ходных клеток через 48  ч после заражения вирусом 
гриппа A/PR8 по результатам окрашивания на вирус-
ный нуклеопротеин. AmpB  — амфотерицин В

Fig. 2. The number of infected mutant and original cells 
48 hours after infection with A/PR8 virus as determined by 
staining for viral nucleoprotein. AmpB  — amphotericin B
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