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Резюме. Хронический гепатит В — тяжелое заболевание печени, связанное с персистенцией вируса гепати-

та В в гепатоцитах человека. Хронический гепатит В является одним из самых распространенных заболеваний 

в мире. По обновленной статистике, более 250 млн человек хронически инфицированы, и более 1 млн человек 

умирают ежегодно из-за последствий ХГВ, цирроза и гепатоцеллюлярной карциномы. Основная причина пер-

систенции вируса гепатита В — особая суперспирализованная молекула кольцевой ковалентно замкнутой ДНК 

в ядре. Современные методы терапии подавляют вирусную инфекцию, но не действуют напрямую на матрицы 

кольцевой ковалентно замкнутой ДНК, поскольку она существует в ядре гепатоцитов в виде минихромосомы 

и является недоступной для действия противовирусных препаратов. Как правило, после прекращения курса 

терапии наступает реактивация инфекции, поэтому прием противовирусных препаратов может быть неопреде-

ленно долгим. Одной из современных технологий, способных действовать напрямую на кольцевую ковалентно 

замкнутую ДНК, является система сайт-специфических нуклеаз CRISPR/Cas9 организма Streptococcus pyogenes. 

SpCas9 белок можно привлекать к участку ккзДНК с помощью короткого РНК-проводника, в результате чего 

SpCas9 вносит двуцепочечные разрывы, разрушая или мутируя вирусный геном. Тем не менее на сегодняшний 

момент использование CRISPR/Cas9 для терапии хронического гепатита В сопряжено с рядом проблем, в том 

числе с такой, как внецелевое действие нуклеаз (разрезание генома клеток). В последние годы было заявлено 

о создании нескольких технологий, использование которых может усиливать нуклеолитическую активность 

CRISPR/Cas9 (модифицированные РНК-проводники) или увеличивать специфичность SpCas9 белка (eSpCas9, 

более безопасная форма классического белка Cas9). В этой работе было проведено сравнение противовирусно-

го действия CRISPR/Cas9 с классической формой белка SpCas9 и белком eSpCas9 c модифицированными и не-

модифицированными РНК-проводниками на культуре клеток in vitro. Показано, что система SpCas9 подавляет 

транскрипцию и репликацию вируса гепатита В на 90%, а также снижает уровень ккзДНК на 94%, тогда как 

противовирусный эффект при использовании eSpCas9 оказывается существенно ниже. Несмотря на то что мо-
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дифицированные РНК-проводники должны улучшать нуклеолитическую активность CRISPR/Cas9 систем, 

модификация РНК-проводников также значительно снижает противовирусное действие CRISPR/Cas9. Таким 

образом, CRISPR/Cas9 сама по себе обладает высокой эффективностью действия, почти полностью блоки-

руя транскрипцию и репликацию вируса гепатита В. Использование описанных технологий по улучшению 

свойств CRISPR/Cas9 нерационально при создании методов терапии на основе CRISPR/Cas9, а для элимина-

ции генома вируса следует сосредоточиться на поиске эффективных РНК-проводников.

Ключевые слова: вирус гепатита В, кольцевая ковалентно замкнутая ДНК, CRISPR/Cas9, специфичность, внецелевые 

эффекты, эффективность, модифицированные РНК-проводники.
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Abstract. Chronic hepatitis B is a severe liver disease caused by persistent infection of hepatitis B virus in human hepato-

cytes. Chronic hepatitis B is one of the most common diseases in the world. According to recent estimations, more 

than 250 million people are chronically infected and more than 1 million of people die annually due to consequences 

of chronic hepatitis B: liver cirrhosis and hepatocellular carcinoma. The key factor of hepatitis B virus persistency is a 

special form of viral genome called circular covalently closed DNA. Current therapeutics suppress viral replication but 

have no effect on circular covalently closed DNA as it exists in the nuclei of hepatocytes as a minichromosome and is not 

accessible for therapeutics. Commonly, viral reactivation occurs after cessation of treatment. Therefore, duration of an-

tiviral treatment is supposed to be indefinitely long. One of the most promising approaches to target circular covalently 

closed DNA is the technology of site-specific nucleases CRISPR/Cas9 from Streptococcus pyogenes. A short guide RNA 

recruits an SpCas9 protein to the viral genome and induces generation of DNA double strand breaks. However, there are 

several limitations of CRISPR/Cas9 hampering translation of this technology into the clinic. First, efficacy of CRISPR/

Cas9 needs to be improved. Second, CRISPR/Cas9-mediated off-target mutagenesis represents a menacing problem 

which has to be addressed. To overcome these limitations, several approaches have been devised to improve CRISPR/

Cas9 activity (modification of guide RNAs) and reduce off-target mutagenesis (a Cas9 protein with enhanced specificity, 

eSpCas9). In this study, we compared antiviral activity of a classic SpCas9 with an eSpCas9 system as well as analyzed ef-

fects of gRNAs modification on anti-HBV effects. Here, we demonstrated that SpCas9 has the highest antiviral potency, 

reducing transcription and replication of HBV over 90%. Hepatitis B virus covalently closed circular DNA declined over 

90% post CRISPR/Cas9 transfection. Although it was previously shown that modified guide RNAs increase nucleo-

lytic activity of CRISPR/Cas9, our results indicated that this modification impairs antiviral activity of CRISPR/Cas9. 

To conclude, CRISPR/Cas9 effectively suppress viral replication and transcription per se. Described modifications do 

not potentiate antiviral activity of CRISPR/Cas9 system and should not be used for development of future therapeutics. 

The best strategy to improve CRISPR/Cas9 efficacy is to design new highly effective guide RNAs.

Key words: hepatitis B virus, circular covalently closed DNA, CRISPR/Cas9, specificity, off-target effects, efficiency, modified gRNAs.

Введение

По оценкам ВОЗ смертность от вирусных ге-

патитов в мире с 2000 г. возросла на 22% и пре-

высила таковую от ВИЧ-инфекции. В 2015 г. 

от вирусных гепатитов и их последствий — цир-

роза печени и гепатоцеллюлярной карциномы — 

умерло 1,34 млн человек [18]. Распространенность 

хронического гепатита В (ХГВ) в мире достига-

ет 250 млн человек [7]. Причиной хронизации 

инфекции является особая форма генома ви-

руса — кольцевая ковалентно замкнутая ДНК 

(ккзДНК), которая служит матрицей для транс-

крипции всех вирусных РНК [14]. Современные 

подходы к лечению ХГВ основываются на при-

менении препаратов интерферона и/или ана-

логов нуклеозидов/нуклеотидов (энтекавир, 

тенофовир). В первом случае эффективность 

лече ния в целом невысока. Во втором случае ле-

чение энтекавиром или тенофовиром позволяет 

подавить репликацию вируса гепатита В (ВГВ) 

практически у всех пациентов, однако для боль-

шинства срок лечения может быть неопределен-

но долгим [3, 8]. И в том, и в другом случае после 

завершения лечения вирусная репликация, как 

правило, возобновляется [10]. Несмотря на то 

что современные противовирусные препара-

ты эффективно подавляют репликацию вируса, 
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ккзДНК ВГВ остается нечувствительной к про-

тивовирусной терапии [19]. Таким образом, для 

излечения пациентов, страдающих хроничес-

ким гепатитом В, необходима разработка но-

вых, более эффективных препаратов, нацелен-

ных на деградацию ккзДНК [1].

В ряде исследований было продемонстри-

ровано, что сайт-специфичная эндонуклеаза 

CRISPR/Cas9 Streptococcus pyogenes может эффек-

тивно разрезать вирусный геном [5, 9, 13, 16, 22]. 

При действии эндонуклеаз снижаются уровни 

всех основных форм генома ВГВ и подавляется 

продукция вирусных белков. Однако на данный 

момент использование систем CRISPR/Cas9 для 

излечения ХГВ сопряжено с рядом нерешенных 

задач. На моделях ВГВ эффективность CRISPR/

Cas9 систем остается невысокой и требует улуч-

шения. В некоторых исследованиях под действи-

ем нуклеаз CRISPR/Cas9 происходило значи-

тельное снижение уровней HBsAg, поверхност-

ного белка вируса, однако остаточная секреция 

HBsAg все же сохранялась, что свидетельствует 

об остаточной активности репликативно-ком-

петентных матриц ккзДНК ВГВ и указывает 

на возможность реактивации инфекции после 

прекращения терапии [11, 16]. Действительно, 

остаточные матрицы после действия CRISPR/

Cas9 продолжают транскрибироваться и произ-

водить вирусные белки [15].

Увеличение эффективности действия CRISPR/

Cas9 на ккзДНК особенно важно, посколь-

ку имеющиеся данные по разрушению генома 

ВГВ системами нуклеаз были получены на ис-

кусственных моделях, которые лишь частично 

имитируют жизненный цикл вируса и не по-

вторяют особенностей ккзДНК в гепатоцитах 

пациентов с ХГВ. Известно, что ккзДНК су-

ществует в виде минихромосом, а у пациентов 

с ХГВ может персистировать в транскрипцион-

но активном и неактивном состояниях. Часть 

матриц ккзДНК существует в гетерохроматизи-

рованном состоянии, недоступном для внеш-

них воздействий [2, 12]. Следовательно, стоит 

ожидать, что система CRISPR/Cas9, разрушаю-

щая ккзДНК на моделях ВГВ, будет менее эф-

фективна у пациентов с ХГВ.

В целях усиления нуклеолитического дей-

ствия CRISPR/Cas9 ранее был предложен спо-

соб модификации шпильки РНК-проводника, 

необходимого для узнавания Cas9 белком целе-

вой последовательности. Из 24 использованных 

в исследовании РНК-проводников, 18 модифи-

цированных РНК-проводников продемонстри-

ровали более высокую эффективность в раз-

резании целевой мишени. Предположительно, 

модификация РНК-проводников увеличивает 

сродство Cas9 белка к РНК-проводнику либо 

усиливает стабильность рибонуклеопротеино-

вого комплекса [4].

Другим важным параметром работы CRISPR/

Cas9 является специфичность действия, кото-

рая характеризует вероятность внесения разры-

вов ДНК и мутаций по нецелевым сайтам в ге-

номе человека. Исходами внецелевого действия 

CRISPR/Cas9 могут стать генетические аберра-

ции, нарушение работы генов, трансформация 

клеток и др. [21]. Следовательно, минимизация 

или полное устранение возможности внесения 

внецелевых разрывов необходимо для безопас-

ного использования сайт-специфических ну-

клеаз у человека. Методами генной инженерии 

в ряде работ были созданы укороченные РНК-

проводники [6], использованы комбинации РНК-

проводников и белков Cas9 с никазной активнос-

тью (способностью разрезать одну цепь ДНК) 

[20], а также созданы мутантные формы белка 

Cas9 (enhanced SpCas9, eSpCas9), в меньшей сте-

пени способные к связыванию с нецелевыми 

матрицами ДНК [17].

В нашей работе было изучено влияние си-

стемы CRISPR/Cas9 с увеличенной специфич-

ностью (eSpCas9) и/или модифицированными 

РНК-проводниками на транскрипцию и репли-

кацию ВГВ в сравнении с классической систе-

мой CRISPR/Cas9. Выявлено, что классический 

белок Cas9 эффективно снижает транскрипцию 

вируса и уровни ккзДНК, в то время как eSpCas9 

обладает менее выраженной эффективностью 

действия и не вызывает значительного пода-

вления ВГВ. Модификация РНК-проводников 

существенно снижает противовирусную актив-

ность CRISPR/Cas9. Таким образом, можно за-

ключить, что системы CRISPR/Cas9 обладают 

достаточной эффективностью действия и не 

требуют дополнительных модификаций.

Материалы и методы

Линии клеток. Клетки гепатомы человека 

HepG2 культивировали в среде DMEM с вы-

соким содержанием глюкозы (4,5 г/л) (Thermo 

Fisher Scientific), 1% фетальной бычьей сыво-

ротки (Gibco), 100 ед/мл пенициллина, 100 мкг/

мл стрептомицина и 2 мМ L-глутамина при 

37°С (5% СО2). Клетки рассаживали в 24-лу-

ночные планшеты с 60% плотностью, транс-

фицировали плазмидой, кодирующей геном 

ВГВ (HBV-1.1-mer, предоставлена Dieter Glebe, 

Университет Гиссена), или 1.0-mer кольце-

вым геномом ВГВ, плазмидой Cas9-P2A-EGFP 

(предоставлена Phil Sharp и Feng Zhang, Addgene 

plasmid #63592), или плазмидой, кодирующей 

высокоспецифичный белок Cas9 (eSpCas9) 

предоставлено Feng Zhang, Addgene plasmid 

#71814) и ПЦР-продуктом, кодирующим не-

модифицированный или модифицированный 

РНК-проводник под U6-промотором (плазми-

да для получения ПЦР-продукта предоставле-
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на Eric Lander и David Sabatini, Addgene plasmid 

#50662) при помощи полиэтиленимина. Через 

24 ч среду отбирали, клетки промывали дважды 

фосфатным буфером, меняли среду на полную 

и инкубировали в течение еще 48 ч.

Получение рекомбинантной ккзДНК ВГВ. 

Линейный геном ВГВ получали с помощью ре-

стрикции ДНК ВГВ-содержащей плазмиды pCH-

HBV (предоставлено Dieter Glebe, Университет 

Гиссена) с помощью рестрикции ферментами 

PsiI и PstI в буфере Y (Сибензим), как показано ра-

нее. Линейный геном ВГВ (3182 пары нуклеоти-

дов) был очищен с помощью гель-электрофореза 

и выделен из геля набором Qiagen gel extraction 

kit. Религирование цепей ДНК ВГВ проводили 

с ДНК-лигазой Т4 (Thermo Fisher Scientific) при 

комнатной температуре ночью, продукты лиги-

рования осаждали изопропанолом и очищали 

гель-электрофорезом. Фрагмент кольцевой пол-

норазмерной ДНК ВГВ вырезали из геля и выде-

ляли набором Qiagen gel extraction kit.

Дизайн РНК-проводников и получение ПЦР-

про дуктов. Мишени в геноме ВГВ были подо-

браны с использованием сервиса Broad Institute 

Genetic Perturbation Platform (portals.broadinstitu-

te.org) и программы Geneious 7.1.9. ПЦР-продукт 

с U6-промотором, кодирующий классический 

или модифицированный РНК-проводник, по-

лучали при помощи двухэтапного мутагенно-

го ПЦР с высокоточной полимеразой Q5 (New 

England Biolabs), с проведением амплификации 

с плазмиды pLX-sgRNA (Addgene plasmid #50662). 

РНК-проводник содержит мишень в геноме ВГВ 

и шпильку, необходимую для распознавания 

белком S. pyogenes Cas9. Праймеры, использо-

ванные для синтеза РНК-проводников, указаны 

в таблице.

Микроскопия. Клетки после трансфекции ана-

лизировали на микроскопе OlympusIX71 при 

488 нм и методом микроскопии в светлом поле 

при 10-кратном увеличении.

Выделение нуклеиновых кислот проводи-

ли с помощью набора AmpliSens «РИБО-преп» 

по протоколу производителя, добавляя лизи-

рующий буфер непосредственно к клеткам по-

сле удаления среды и двукратного промывания 

фосфатным буфером. Для выделения прегеном-

ной РНК ВГВ, нуклеиновые кислоты обрабаты-

вали ДНКазой I типа без РНКазной активности 

(Thermo Fisher Scientific) в течение 30 мин при 

37°С, после чего РНК перевыделяли с помощью 

набора AmpliSens «РИБО-преп» и проводили 

постановку обратной транскрипции с помощью 

набора AmpliSens «РЕВЕРТА-L». Для выделения 

ккзДНК ВГВ, ДНК обрабатывали в течение 12 ч 

ферментом Plasmid-safe ATP-dependent DNase 

(Epicentre) при 37°С для разрушения всех форм 

ДНК, кроме ккзДНК с последующей инактива-

цией фермента в течение 30 мин при 70°С.

Полуколичественный ПЦР-анализ проводи-

ли со специфическими праймерами и зондами 

TaqMan на прегеномную РНК ВГВ (пгРНК), 

S-РНК ВГВ, GAPDH, ДНК ВГВ, β-глобина гено-

ма, ккзДНК ВГВ (см. табл.). Праймеры на β-гло-

бин были использованы из набора «Ампли сенс 

HBV monitor-FL».

Статистическую обработку проводили с по-

мощью t-критерия Стьюдента или однофактор-

ного дисперсионного анализа (где применимо) 

с использованием программного обеспечения 

IBM SPSS Statistics 19.0.0.0, попарные апостери-

орные сравнения производили с помощью кри-

терия Тьюки.

Результаты
Активность систем CRISPR/Cas9 на уровне 

транскрипции ВГВ

Были созданы 4 РНК-проводника, нацелен-

ные на регуляторные и кодирующие участки 

генома ВГВ: Sg1, Sg2, Sg3, Sg4 (рис. 1А, II облож-

ка). Мишенями РНК-проводников в геноме ВГВ 

были регионы полимеразы ВГВ и Энхансера I 

(Sg1), а также полимеразы и Х-белка (Sg2, Sg3, 

Sg4). Клетки HepG2 были котрансфицированы 

рекомбинантной ккзДНК (рккзДНК), плазми-

дой, кодирующей белок SpCas9 либо eSpCas9, 

и ПЦР-продуктом под U6-промотором, коди-

рую щим РНК-проводник с немодифицирован-

ной (Sg1–4) либо c модифицированной (Sg1X–

4X) шпилькой. Противовирусное действие оце-

нивали на 4 сутки после трансфекции по сниже-

нию транскрипции прегеномной РНК (пгРНК) 

и S-РНК относительно контрольного образца 

(схема эксперимента представлена на рисун-

ке 1Б, II обложка). Эффективность трансфекции 

составила 25% (рис. 1В, II обложка). ВГВ характе-

ризуется малой кодирующей емкостью, по этому 

двуцепочечный разрыв в любом участке генома 

может приводить к мутациям со сдвигами ра-

мок считывания и снижению транскрипции 

ккзДНК (уровни пгРНК и S-РНК). Снижение 

транскрипции и репликации вируса также мо-

жет быть связано с деградацией ккзДНК после 

действия CRISPR/Cas9.

Каждый из 4 немодифицированных РНК-

проводников системы SpCas9 значительно 

подавляет транскрипцию ВГВ (от 50 до 90%) 

(рис. 2А, Б). Наиболее эффективным оказался 

РНК-проводник Sg1, который снижает уровень 

пгРНК на 76%, а уровень S-РНК на 90%. РНК-

проводники с модифицированными шпиль-

ками оказывали значительно менее выражен-

ный противовирусный эффект. Максимальное 

снижение транскрипции ВГВ составляло всего 

30% (рис. 2А, Б). Подавление транскрипции 

ВГВ с помощью CRISPR/Cas9 с любым из ис-

пользованных РНК-проводников с модифици-
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Таблица. Список праймеров и зондов

Table. List of primers and probes

Мишень

Target
Тип

Type
Последовательность

Sequence
Т отжига

Annealing T

ккзДНК

cccDNA

Прямой

Forward
5’-CCGTGTGCACTTCGCTTCA-3’

60°С
Обратный

Reverse
5’-GCACAGCTTGGAGGCTTGA-3’

Зонд

Probe
(FAM) 5’-CATGGAGACCACCGTGAACGCCC-3’ (BHQ1)

пгРНК

pgRNA

Прямой

Forward
5’-GGTCCCCTAGAAGAAGAACTCCCT-3’

62°С
Обратный

Reverse
5’-CATTGAGATTCCCGAGATTGAGAT-3’

Зонд

Probe
(FAM) 5’-TCTCAATCGCCGCGTCGCAGA-3’ (BHQ1)

мРНК GAPDH

GAPDH mRNA

Прямой

Forward
5’-CAACGGATTTGGTCGTATTGG-3’

51°С
Обратный

Reverse
5’-GCAACAATATCCACTTTACCAGAGTTA-3’

Зонд

Probe
(FAM) 5’-CGCCTGGTCACCAGGGCTGC-3’ (BHQ1)

S-РНК

S-RNA

Прямой

Forward
5’-TCCTCCAAСTTGTCCTGGTTATC-3’

60°С
Обратный

Reverse
5’-AGATGAGGCATAGCAGCAGGAT-3’

Зонд

Probe
(FAM) 5’-ATGATAAAACGCCGCAGACACATCCAGC-3’ (BHQ1)

Sg1/Sg1X

Прямой (Sg1)

Forward
5’-TCCGCAGTATGGATCGGCAGGTTTTAGAGCTAGAAATAG-3’

55°С
Прямой (Sg1X)

Forward
 5’-TCCGCAGTATGGATCGGCAGGTTTGAGCTATGCTGGAAACAGCATAGC

AAGTTGAAATAAAGGC-3’

Обратный

Reverse
5’-CTGCCGATCCATACTGCGGACGGTGTTTCGTCCTTTC-3’

Sg2/Sg2X

Прямой (Sg2)

Forward
5’-GCAGATGAGAAGGCACAGACGTTTTAGAGCTAGAAATAG-3’

55°С
Прямой (Sg2X)

Forward
5’-GCAGATGAGAAGGCACAGACGTTTGAGCTATGCTGGAAACAGCATAGC

AAGTTGAAATAAAGGC-3’

Обратный

Reverse
5’-GTCTGTGCCTTCTCATCTGCCGGTGTTTCGTCCTTTC-3’

Sg3/Sg3X

Прямой (Sg3)

Forward
5’-GAGGTGAAGCGAAGTGCACAGTTTTAGAGCTAGAAATAG-3’

55°С
Прямой (Sg3X)

Forward
5’-GAGGTGAAGCGAAGTGCACAGTTTGAGCTATGCTGGAAACAGCATAGC

AAGTTGAAATAAAGGC-3’

Обратный

Reverse
5’-TGTGCACTTCGCTTCACCTCCGGTGTTTCGTCCTTTC-3’

Sg4/Sg4X

Прямой (Sg4)

Forward
5’-CTTCACCTCTGCACGTCGCAGTTTTAGAGCTAGAAATAG-3’

55°С
Прямой (Sg4X)

Forward
5’-CTTCACCTCTGCACGTCGCAGTTTGAGCTATGCTGGAAACAGCATAGC

AAGTTGAAATAAAGGC-3’

Обратный

Reverse
5’-TGCGACGTGCAGAGGTGAAGCGGTGTTTCGTCCTTTC-3’

Праймеры для 
получения ПЦР 

продуктов

Primers 
for synthesis 

of PCR-products

Прямой

Forward
5’-TATATAGGATCCGAGGGCCTATTTCCCATGATTCCTTCATATTTG-3’

50°С
Обратный

Reverse
TATATAGCTAGCAAAAAAAGCACCGACTCGG-3’
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рованной шпилькой статистически значимо 

ниже, чем при использовании классической си-

стемы CRISPR/Cas9. Снижение уровней пгРНК 

и S-РНК было более выраженным с немоди-

фицированными РНК-проводниками на 55% 

(рис. 2А) и 78% (рис. 2Б) соответственно.

Помимо классической системы SpCas9, ука-

занные РНК-проводники были использованы 

для подавления транскрипции ВГВ с модифици-

рованным белком eSpCas9. По результатам оцен-

ки транскрипции ВГВ eSpCas9 показал значи-

тельно меньший противовирусный эффект, чем 

классический белок SpCas9. Использованием не-

модифицированного РНК-проводника Sg1 дос-

тигалось снижение пгРНК всего лишь на 41%, 

а S-РНК — на 30%, что на 35 и 60% менее эффек-

тивно, чем при использовании классического 

белка (рис. 2В, Г). Таким образом, модификация 

РНК-проводника и использование мутантной 

формы SpCas9 белка снижает противовирусное 

действие системы CRISPR/Cas9 на модели ВГВ.

Подавление транскрипции и репликации ВГВ 

системами CRISPR/Cas9

Использование CRISPR/Cas9 для лечения 

ХГВ рационально прежде всего потому, что ос-

новной компонент жизненного цикла ВГВ, от-

ветственный за персистенцию вируса, представ-

ляет собой двуцепочечный ДНК-содержащий 

геном (ккзДНК). Разрушение ккзДНК явля-

Рисунок 2. Действие CRISPR/Cas9 на транскрипцию ВГВ

Figure 2. Effects of CRISPR/Cas9 systems on HBV transcription
A-Б) Экспрессия пгРНК (A) и S-РНК (В) относительно мРНК Cas9 после действия SpCas9 c модифицированными/
немодифицированными РНК-проводниками. В-Г) Экспрессия пгРНК (В) и S-РНК (Г) относительно мРНК Cas9 после 
действия eSpCas9 c модифицированными/немодифицированными РНК-проводниками. Планки погрешностей 
соответствуют стандартным отклонениям. *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001, ****p < 0,0001, НЗ — незначимые отличия. 
В верхней части графика указаны статистические отличия экспериментальных групп от группы контроля.
A-B) pgRNA (A) and S-RNA (B) expression levels relative to Cas9 mRNA after transfection of SpCas9 with modified/unmodified 
gRNAs. C-D) pgRNA (C) and S-RNA (D) expression levels relative to Cas9 mRNA after transfection eSpCas9 with modified/
unmodified guide. The data presented as mean±standard deviation. *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001, ****p < 0.0001, 
ns — difference is not significant. Significant difference in experimental vs. control group is depicted on the top of each graph.
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ется основной целью противовирусной тера-

пии с помощью CRISPR/Cas9. Для изучения 

действия систем CRISPR/Cas9 на ккзДНК 

и репликацию ВГВ, была использована мо-

дель котрансфекции клеток HepG2 системами 

CRISPR/Cas9 и рккзДНК, полученной с помо-

щью лигирования in vitro. SpCas9 с немодифи-

цированными РНК-проводниками ожидаемо 

снижал уровни ккзДНК на 70–96% (рис. 3А). 

Для модифицированных РНК-проводников 

уровень ккзДНК снижается на 65, 33, 23, 72% 

для РНК-проводников Sg1X, Sg2X, Sg3X, Sg4X 

соответственно. При этом эффективность дей-

ствия этих РНК-проводников ниже, чем у клас-

сических РНК-проводников на 89, 18, 20 и 54%. 

Как на уровне транскрипции, так и на уровне 

ккзДНК eSpCas9 действовал гораздо менее вы-

раженно, чем SpCas9: для Sg1 с eSpCas9 относи-

тельное число матриц ккзДНК не отличалось 

от контрольного значения (снижение на 4%), 

в то время как Sg1 с SpCas9 снижал пул ккзДНК 

на 93% (рис. 3Б).

В дополнение, для оценки изменения в про-

дукции вирионов, было проведено измерение 

уровней секретируемой ДНК ВГВ при действии 

SpCas9. Продукция вирусных частиц снижалась 

Рисунок 3. Действие CRISPR/Cas9 на уровни ккзДНК и ДНК ВГВ

Figure 3. Effects of CRISPR/Cas9 systems on cccDNA and HBV DNA levels
A) Уровни ккзДНК после действия SpCas9 c модифицированными/немодифицированными РНК-проводниками; 
B) уровни ккзДНК после действия eSpCas9 c модифицированными/немодифицированными РНК-проводниками; 
C) уровни секретируемой ДНК ВГВ после действия SpCas9 c модифицированными/немодифицированными 
РНК-проводниками. Уровни ДНК ВГВ и ккзДНК ВГВ нормализованы относительно ДНК плазмид Cas9. Планки погрешностей 
соответствуют стандартным отклонениям. *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001, ****p < 0,0001, НЗ — не значимые отличия. 
В верхней части графика указаны статистические отличия экспериментальных групп от группы контроля.
A) cccDNA levels after transfection of SpCas9 with modified/unmodified gRNAs; B) cccDNA levels after transfection of eSpCas9 
with modified/unmodified gRNAs; C) HBV DNA levels after SpCas9 editing with modified/unmodified gRNAs. cccDNA and HBV 
DNA levels are measured relative to Cas9 expressing plasmid level. The data presented as mean±standard deviation. 
*p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001, ****p < 0.0001, ns — difference is not significant. Significant difference in experimental vs. 
control group is depicted on the top of each graph.
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для всех классических РНК-проводников (p < 

0,0001), максимальное снижение на 89% наблю-

дается при использовании РНК-проводника 

Sg1 (рис. 3В).

Обсуждение

Системы CRISPR/Cas9 — многообещающие 

молекулярные инструменты, которые облада-

ют колоссальным потенциалом для разработ-

ки противовирусных лекарственных средств, 

в том числе против неизлечимых, хроничес-

ких инфекционных заболеваний. CRISPR/Cas9 

просты в использовании, обладают высокой 

эффективностью действия и могут быть опти-

ми зированы для расщепления практичес ки 

любой последовательности вирусного генома. 

В последние годы был опубликован ряд науч-

ных работ по действию CRISPR/Cas9 систем 

на ВГВ как in vitro, так и in vivo [5, 9, 13, 16, 22]. 

Упомянутые исследования проводились на раз-

личных моделях репликации ВГВ и показали 

значительное подавление вирусной инфекции. 

В данной работе был создан набор эффектив-

ных РНК-проводников, включая Sg1, который 

снижает уровень транскрипции вируса на 90%, 

уровни ккзДНК — на 94%, а уровень секрети-

руемой ВГВ ДНК — на 89%, что свидетельству-

ет о почти полном подавлении транскрипции 

и репликации вируса.

В данной работе также была изучена воз-

можность улучшения системы CRISPR/Cas9 

за счет использования мутантной формы белка 

eSpCas9 и модифицированных РНК-проводни-

ков. В структуре эффекторного белка eSpCas9 

имеется положительно заряженная полость, ко-

торая участвует в стабилизации цепи ДНК при 

гибридизации РНК-проводника. При умень-

шении положительного заряда связывающей 

полости путем замены положительно заряжен-

ных аминокислот данной области на нейтраль-

ные, связывание Cas9 белка с нецелевыми це-

пями ослабевает, и вероятность расщепления 

нецелевых мишеней в геноме снижается. Таким 

образом, eSpCas9 можно считать более без-

опасным аналогом классического белка SpCas9 

[17]. В нашей работе показано, что несмотря 

на более высокую специфичность, система 

eSpCas9 обладает очень низкой эффективнос-

тью действия по сравнению с классической 

SpCas9. Модификация РНК-проводников так-

же не улучшает анти-ВГВ активность CRISPR/

Cas9. Несмотря на то что в работе Dang с со-

авт. [4] было показано, что модификация РНК-

проводников может увеличивать эффективность 

генетического редактирования, не подвергшие-

ся модификации РНК-проводники по давляют 

транскрипцию и репликацию ВГВ гораздо бо-

лее эффективно (вплоть до 90%). Все изу ченные 

параметры вирусного цикла (пгРНК, S-РНК, 

ккзДНК, ДНК ВГВ) снижались под действием 

классической системы CRISPR/Cas9 более зна-

чительно, чем при использовании любой из воз-

можных модификаций.

Таким образом, можно сделать вывод о том, что 

созданный ранее белок Cas9 с улучшенной специ-

фичностью и модификация РНК-проводников 

значительно снижают противовирусное действие 

CRISPR/Cas9 на модели ВГВ. С другой сторо-

ны, классическая система SpCas9 сама по себе 

имеет очень высокую эффективность действия 

и практически полностью подавляют транскрип-

цию и репликацию ВГВ. По мнению авторов, 

для создания терапевтичес кого подхода на осно-

ве CRISPR/Cas9 следует сосредоточиться не на 

улучшении компонентов классической системы 

S. pyogenes CRISPR/Cas9, а на создании эффектив-

ных РНК-проводников (например, Sg1) и поиске 

более специфичных систем CRISPR/Cas9 с мень-

шей способностью вносить внецелевые разрывы 

в ДНК (например, ортологичных систем CRISPR/

Cas9). Использование CRISPR/Cas9 в комбинации 

с современными препаратами интерферона или 

аналогов нуклеоз(т)идов может стать основой для 

разработки подходов к противовирусной терапии 

ХГВ с полной элиминацией вируса.
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