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КОМПЛЕКСОВ CRISPR/Cas9 НА МОДЕЛИ ВИРУСА ГЕПАТИТА В in vivo
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Хронический гепатит В (ХГВ) вызывается вирусом гепатита В (ВГВ) и представляет одну из ключе-
вых проблем мирового здравоохранения. Современные методы терапии не позволяют полностью
элиминировать ВГВ из инфицированных клеток и, следовательно, излечить хроническую форму
инфекции. Системы сайт-специфических нуклеаз CRISPR/Cas9 могут эффективно разрезать целе-
вые последовательности ДНК, в том числе вирусные геномы. Разрезание основной формы генома
ВГВ – кольцевой ковалентно замкнутой ДНК (ккзДНК) – приводит к значительному подавлению
вирусной репликации, разрушению либо мутационной инактивации ккзДНК. К числу наиболее
перспективных для “стерилизующего” излечения ХГВ, т.е. для полной элиминации вируса из орга-
низма, относятся подходы на основе CRISPR/Cas9. На модели ВГВ у мышей in vivo нами изучено
противовирусное действие комплексов высокоспецифичного белка Cas9 и РНК-проводника, на-
правленных на геном ВГВ. Показано, что однократная инъекция короткоживущих рибонуклеопро-
теиновых комплексов CRISPR/Cas9 уже к 48 ч снижает уровни ДНК ВГВ в сыворотке и печени мы-
шей примерно в 10 раз, при этом в оставшихся ДНК ВГВ детектируются редкие мутации по типу
вставок и делеций. Создание препаратов для лечения ХГВ на основе рибонуклеопротеиновых ком-
плексов CRISPR/Cas9 в перспективе может существенно сократить сроки лечения и привести к
полной элиминации вируса из организма.
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ВВЕДЕНИЕ
Хронический гепатит В (ХГВ) – тяжелое забо-

левание печени, вызываемое инфицированием
гепатоцитов человека вирусом гепатита В (ВГВ).
ХГВ встречается во всех странах земного шара,
при этом наибольшее распространение ХГВ заре-
гистрировано в Азиатско-Тихоокеанском регио-
не, странах Африки и бассейне Амазонки, где до
8% населения являются носителями HBsAg ВГВ.
В странах Восточной и Южной Европы, Ближне-
го Востока, Японии и ряде стран Южной Амери-
ки распространенность ХГВ варьирует в пределах
2–7%. В странах Северной Америки, Северной и
Западной Европы, Австралии доля лиц с ХГВ в
общей популяции составляет 0.5–2%. Распро-

страненность ХГВ в Российской Федерации со-
ставляет около 2% [1]. Несмотря на существование
эффективной вакцины, а также ряда безопасных
лекарственных препаратов, способных подавлять
репликацию ВГВ, ХГВ остается одной из главных
проблем мирового здравоохранения. При пре-
кращении приема противовирусных препаратов
происходит восстановление репликации ВГВ, ас-
социированной с высокими рисками развития
рака и цирроза печени [2]. Причина хронизации
инфекции и высокой персистенции вируса –
сложный жизненный цикл ВГВ, ориентирован-
ный на сохранение в ядре инфицированных кле-
ток основной формы вирусного генома – кольце-
вой ковалентно замкнутой ДНК (ккзДНК).
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ккзДНК ВГВ представляет собой минихромосо-
му, с которой считываются все вирусные РНК.
Длительное (в течение всей жизни инфицирован-
ных) поддержание пула ккзДНК связано с высо-
кой стабильностью минихромосом, а также с су-
ществованием механизмов восполнения пула
ккзДНК за счет образования ккзДНК de novo из
формы-предшественника. Пул ккзДНК восста-
навливается за счет реинфекции (повторного за-
ражения клеток), а также реимпорта геномной
формы-предшественника в ядро [3].

Системы CRISPR/Cas9 считаются перспек-
тивными молекулярными инструментами, поз-
воляющими осуществлять разработку препаратов
для лечения ХГВ. Выраженная противовирусная
активность различных систем CRISPR/Cas9 не-
однократно показана на моделях ВГВ-инфек-
ции in vitro и in vivo [4–12]. В ранних работах
CRISPR/Cas9 доставляли с использованием
ДНК-векторов на основе вирусов, тогда как в по-
следнее время основное внимание привлекают
невирусные методы доставки кодирующих мРНК
Cas9/РНК-проводников [13] и РНП [14, 15]. Неви-
русные методы имеют несомненные преимуще-
ства как по эффективности действия CRISPR/Cas9,
так и по безопасности (меньшая иммуноген-
ность, меньшая вероятность внецелевого дей-
ствия и др.) [16].

В нашей работе на модели ВГВ у мышей in vivo
впервые оценен противовирусный эффект одно-
кратного введения РНП CRISPR/Cas9.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Получение РНК-проводника с помощью реак-
ции транскрипции in vitro. Продукт ПЦР, кодиру-
ющий РНК-проводник под T7-промотором, по-
лучен с помощью Q5-полимеразы на основе про-
дукта U6-PCR, как описано ранее [2]. В синтезе
использовали праймеры ultramerT7_f и St1_r.
ПЦР-продукт под Т7-промотором служил матри-
цей для in vitro транскрипции (IVT) с использова-
нием набора для синтеза РНК HiScribe Quick T7
High Yield (“NEB”, США) по протоколу произво-
дителя. Продукт реакции IVT инкубировали в те-
чение ночи, а затем обрабатывали ДНКазой I
(“New England Biolabs”, Великобритания) в тече-
ние 15 мин при 37°C с последующей очисткой
изопропанолом. К реакционной смеси добавляли
изопропанол и 0.5 М NaCl, центрифугировали в
течение 30 мин. Далее осадок дважды промывали
70 и 95%-ным этанолом. Высушенный на воздухе
осадок ресуспендировали в воде, свободной от
РНКаз, и хранили при –80°С. Нуклеотидные по-
следовательности спейсеров РНК-проводников и
праймеры описаны ранее [6].

Получение и очистка белка Cas9. Белок нараба-
тывали в клетках pLysS Escherichia coli BL21 (DE3)

(“Novagen”). Клетки выращивали в среде LB (с
добавлением соответствующего антибиотика,
0.5% сахарозы, 0.5% глицерина, 1 мМ хлорида
магния, 50 мМ дигидрофосфата натрия, 50 мМ
дигидрофосфата калия, 25 мМ сульфата аммо-
ния) при 30°C до OD600 = 1.2. Экспрессию белка
индуцировали 0.1 мМ IPTG в течение 16 ч при
18°С. Белок очищали с помощью аффинной и
ионообменной хроматографии. Клетки ресус-
пендировали в 50 мМ буфере Трис-HCl pH 8.0,
содержащем 500 мМ NaCl, 1 мМ PMSF, 0.2% Tri-
ton X-100, 0.1% Tween-20, обрабатывали ультра-
звуком на льду и центрифугировали при 15000 g в
течение 40 мин. Осветленный лизат обрабатыва-
ли 0.05%-ным полиэтиленимином в течение
30 мин при 4°C, полученную суспензию центри-
фугировали при 15000 g в течение 40 мин. Супер-
натант связывали с Ni-хелатирующей сефарозой
(“GE Healthcare”, США), промывали в 50 мМ бу-
фере Трис-HCl pH 8.0, содержащем 500 мМ NaCl,
0.05% Igepal CA-630, и элюировали 50 мМ Трис-
HCl pH 8.0 со 150 мМ NaCl, 0.3 М имидазола,
10% глицерина. Затем белок связывали с SP-се-
фарозой (“GE Healthcare”) в 50 мМ Трис-HCl-бу-
фере pH 7.5, содержащем 150 мМ NaCl, 0.01% Тri-
ton Х-100, 2 мМ ДТТ, элюировали линейным гради-
ентом NaCl (150 мМ–1 М). Добавляли глицерин до
50% и хранили при –20°С.

Реакция разрезания ДНК-мишени in vitro. Плаз-
мида 1.1-мерВГВ, содержащая 1.1 генома ВГВ (ге-
нотип D, подтип ayw), предоставлена Dieter Glebe
(Giessen University, Германия). Рекомбинантный
белок Cas9 смешивали с транскрибированным
in vitro РНК-проводником в молярном соотноше-
нии 1 : 1 в буфере NEB3.1 и инкубировали в тече-
ние 10 мин для сборки РНП-комплексов. Затем в
реакцию добавляли 200 нг плазмиды 1.1-мерВГВ.
Реакционную смесь инкубировали в течение 1 ч
при 37°С с последующей инактивацией при 95°С
в течение 3 мин. Продукты разрезания визуализи-
ровали с помощью гель-электрофореза в 0.8%-
ном агарозном геле.

Эксперименты на мышах. Эксперименты про-
водили согласно [17] на мышах линии BALB/c
(самцы 6–8 недель, по три особи в группе) с неболь-
шими модификациями. Плазмиду 1.1-мерВГВ
(4 мкг) вводили в хвостовую вену мышей в
0.9%-ном растворе NaCl, эквивалентном по мас-
се 8% массы тела животного, в течение 5–8 с. Че-
рез 6 ч после гидродинамической инъекции в
пробирках смешивали белок StCas9 и РНК-про-
водник St10 (либо контрольный РНК-проводник
Stnc) в соотношении 3.15 мкг белка к 0.63 мкг
РНК-проводника на мышь, смесь инкубировали
в течение 10 мин для образования РНП-комплек-
сов. Полученные РНП смешивали с 36 мкл реак-
тива Lipofectamine3000 и инкубировали в течение
10 мин. Полученные липосомы вводили в хвосто-
вую вену мышей. Через 48 ч после инъекции ВГВ-
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кодирующих плазмид животных усыпляли в эк-
сикаторе с хлороформом, подвергали дислока-
ции шейных позвонков, затем проводили экс-
плантацию органов, забор крови и отделение
плазмы. Печень мышей погружали в среду O.C.T.
(“SCIgen”, США), замораживали в жидком азоте
и хранили при –80°С.

Выделение нуклеиновых кислот. Нуклеиновые
кислоты выделяли с помощью набора РИБО-
преп (“AmpliSens”, Россия) по протоколу произ-
водителя. Образцы печени животных гомогени-
зировали с помощью прибора MagNA Lyser
(“Hoffmann-La Roche”, Швейцария) по протоколу
производителя, к гомогенату добавляли лизирую-
щий буфер. ДНК ВГВ выделяли из плазмы мышей
с помощью набора РИБО-преп (“AmpliSens”) по
протоколу производителя. Образцы нуклеиновых
кислот, выделенных из гомогената печени, исполь-
зовали для анализа внутрипеченочной ДНК ВГВ с
нормированием на ген β-глобина, в образцах плаз-
мы определяли количество ДНК ВГВ.

ПЦР-анализ. Полуколичественную ПЦР про-
водили со специфическими праймерами и зонда-
ми TaqMan для ДНК ВГВ и гена β-глобина [7, 12]
на приборе Rotor Gene 6000. Использовали прай-
меры на ДНК ВГВ и ген β-глобина из коммерче-
ского набора AmpliSens HBV-FL и V31-FEP-CE –
АMPLISENS® HPV HCR-SCREEN (“AmpliSens”).

Иммуногистохимия. Криостатные срезы тол-
щиной 6 мкм получены из блоков O.C.T. печени
мышей. Срезы фиксировали в 4%-ном растворе па-
раформальдегида в течение 10 мин при комнатной
температуре. Срезы после отмывки в Трис-HCl
(50 мМ, рН 8.0, 3 раза по 10 мин) инкубировали с
блокирующим буфером (0.02% Тriton Х-100, 10%
сыворотки лошади, 150 мМ NaCl в растворе
Трис-HCl (50 мМ, рН 8.0)) в течение 30 мин. Да-
лее срезы инкубировали в течение 1 ч при ком-
натной температуре с первичными анти-HBcAg-
антителами мыши (ab8637) и первичными анти-
FLAG-антителами кролика (ab1162), отмывали
3 раза по 10 мин промывочным буфером (0.02%
Тритон Х-100, 200 мМ NaCl в растворе Трис-HCl
(50 мМ, рН 8.0)), а затем инкубировали со вто-
ричными антимышиными антителами козы
AlexaFluor488 (ab150105), вторичными антикро-
личьими антителами козы AlexaFluor594
(ab150080) и реактивом Hoechst33324 (“Abcam”
ab228351, Великобритания) в течение 1 ч при
комнатной температуре. Срезы повторно про-
мывали 3 раза по 10 мин промывочным буфе-
ром и фиксировали реагентом Fluoroshield
(“Abcam” ab104135), визуализировали на флуо-
ресцентном микроскопе Leica DMI6000 с им-
мерсионными объективами ×20. Работу прово-
дили с использованием оборудования ЦКП
ИБР им. Н.К. Кольцова РАН.

Высокопроизводительное секвенирование. Ре-
гион ДНК ВГВ, кодирующий РНК-проводник
St10, амплифицировали с помощью высокоточ-
ной полимеразы Q5 (“New England Bio-
labs,”CША) из образцов ДНК из ткани печени.
Использовали праймеры:

Seq_f: 5′-TTAACAGGCCTATTGATTGGAAA-3′;
Seq_r: 5′-CAGAGGAGCCGAAAAGGTTC-3′. Ам-
пликоны очищали на агарозном геле и выделяли
с помощью набора Qiagen Gel Extraction Kit
(“QIAGEN”, CША), концентрацию ампликонов
измеряли на флуориметре Qubit 2.0 (“Life Tech-
nologies”, США). Далее проводили лигирование
адапторов для секвенирования на платформе Illu-
mina. Полученные библиотеки секвенировали с
помощью парных прочтений на инструменте
MiSeq (“Illumina”, CША). Выравнивание на ре-
ференсную последовательность и получение сбо-
рок проводили в программе Geneious. Количество
вставок и делеций нуклеотидов в сборках подсчи-
тывали с помощью кода Python (доступен на
GitHub, https://github.com/babinyurii/crispr_cas9).

Статистический анализ. Статистическую обра-
ботку проводили с помощью t-критерия Стью-
дента с использованием программного обеспече-
ния GraphPad Prism 7; попарные апостериорные
сравнения проводили с помощью критерия Тью-
ки. Различия считали статистически значимыми
при p < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Оценка разрезания генома ВГВ 

РНП-комплексами CRISPR/Cas9

В работе мы использовали белок Cas9 Strepto-
coccus thermophilus (StCas9) и высокоэффектив-
ный РНК-проводник St10, описанные ранее [6].
Для оценки возможности разрезания плазмиды
1.1-мерВГВ (плазмида содержит 1.1-мер генома
ВГВ под контролем цитомегаловирусного промо-
тора) получены РНП CRISPR/Cas9, состоящие
из рекомбинантного белка StCas9 и РНК-провод-
ника St10, транскрибированного в реакции in vitro.
При инкубации РНП CRISPR/Cas9 с ВГВ-коди-
рующей плазмидой (1 ч при 37°C) система StCas9-
St10 эффективно разрезала ДНК-мишень, о чем
можно судить по изменению электрофоретиче-
ской подвижности линеаризованной плазмиды
(рис. 1). Следовательно, полученные комплексы
РНП CRISPR/Cas9 эффективно разрезают ми-
шень ВГВ в плазмиде.

РНП CRISPR/Cas9 снижают уровни ДНК 
и HBcAg ВГВ in vivo

Плазмиду 1.1мерВГВ вводили в хвостовую ве-
ну мышей BALB/c с помощью гидродинамиче-
ской инъекции. Через 6 ч с использованием реак-
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тива Lipofectamine 3000 проводили инъекцию
РНП StCas9-St10. Контролем служили комплек-
сы РНП StCas9-Stnc с некодирующим РНК-про-
водником. Противовирусное действие анализи-
ровали через 48 ч после начала эксперимента по
уровню ДНК ВГВ в сыворотке крови и ткани пе-
чени, а также по иммуногистохимическому окра-
шиванию на HBcAg ВГВ. Для определения ме-
ченных FLAG StCas9-белков в гепатоцитах мыши
проводили иммуногистохимическое окрашивание
с антителами к FLAG (схема эксперимента пред-
ставлена на рис. 2а).

В результате, к 48 ч после однократного введе-
ния РНП StCas9-St10 наблюдали снижение уров-
ня ДНК ВГВ в сыворотке крови (ns, p = 0.0520)
(рис. 2б) и в ткани печени примерно в 10 раз (p =
= 0.0203) (рис. 2в).

С использованием иммуногистохимического
окрашивания на срезах печени выявлены много-
численные HBcAg-позитивные клетки, что под-
тверждает эффективную доставку ВГВ-кодирую-
щих плазмид в гепатоциты при помощи гидроди-
намической инъекции. Сравнение групп StCas9-
St10 и StCas9-Stnc показало незначительное сни-
жение содержания (%) HBcAg-позитивных клеток
в группе с ВГВ-таргетирующим РНК-проводни-
ком St10, однако эти различия оказались статисти-

чески незначимыми (p = 0.1021). Окрашивание на
белок StCas9 не выявило клеток с внутриядерной
локализацией StCas9, что может свидетельствовать
либо об исчезновении короткоживущих РНП из
ткани печени, либо о низкой эффективности до-
ставки РНП в составе липосом.

Таким образом, на модели гидродинамической
инъекции ВГВ in vivo нами впервые показана про-
тивовирусная активность однократно введенных
короткоживущих комплексов РНП CRISPR/Cas9. 

Анализ генетического редактирования ДНК ВГВ 
при использовании StCas9 РНП in vivo

Разрезание генома ВГВ системами CRISPR/Cas9
приводит к значительному подавлению реплика-
ции вируса. Разрывы генома ВГВ, вызванные
действием сайт-специфических нуклеаз, либо ре-
парируются, как правило, со сдвигом рамок счи-
тывания [4], либо разрушаются [7]. Для оценки
частоты мутаций в геноме ВГВ в ответ на РНП
CRISPR/Cas9 из ткани печени мышей выделена
ДНК ВГВ. Участок вирусного генома, фланкиру-
ющий мишень St10, был амплифицирован с по-
мощью специфических праймеров и проанализи-
рован с помощью высокопроизводительного се-
квенирования.

В результате, в образцах, полученных от кон-
трольных мышей с StCas9-Stnc, не обнаружили
мутаций по типу делеций и вставок нуклеотидов в
целевом сайте В то же время, в группе мышей с
таргетирующим РНК-проводником St10 детекти-
руются редкие делеции и вставки нуклеотидов.
Таким образом, частоты генетического редакти-
рования внутрипеченочной ДНК ВГВ составля-
ют 0.319693 – для делеций и 0.155376 – для вста-
вок нуклеотидов на 1000 прочтений.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Эффективность противовирусного действия

CRISPR/Cas9 на моделях ХГВ определяется мно-
жеством вирусологических, иммунологических,
молекулярных и технических факторов (подробно
рассмотрено в обзоре [16]). Наиболее перспектив-
ной для создания препаратов, эффективных при
ХГВ, представляется доставка РНП CRISPR/Cas9 в
гепатоциты человека с помощью функционали-
зированных (гепатотропных) наночастиц. Быст-
рое разрезание вирусных геномов при минималь-
ных рисках внецелевого разрезания короткоживу-
щими РНП может обеспечивать широкое окно
терапевтического действия с минимальными рис-
ками развития токсических эффектов. Дополни-
тельные уровни безопасности могут обеспечиваться
высокоспецифичными вариантами Cas-белков
(слитые белки и белки с увеличенной специфич-
ностью, такие как eSpCas9, Hypa-Cas9, Sniper-
Cas9, evoCas9 и др.) [6, 16, 18], а также улучшен-

Рис. 1. Нуклеолитическое действие РНП StCas9 с
РНК-проводником St10 с ВГВ-кодирующей плазми-
дой. М – маркер длин фрагментов ДНК; ВГВ – ВГВ-
кодирующая плазмида; St10 – ВГВ-кодирующая
плазмида, разрезанная комплексом StCas9 с РНК-
проводником St10.

М ВГВ St10
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ными версиями РНК-проводников, в том числе,
с помощью химических и генетических модифи-
каций структуры РНК-проводников и отдельных
нуклеотидов [19].

Создание эффективных и безопасных методов
системной доставки РНП CRISPR/Cas9 является
одним из ключевых направлений в области разра-
ботки лекарственных средств на основе техноло-
гий генетического редактирования. В последние
годы создан ряд перспективных средств доставки,
включая вирусоподобные частицы, биологиче-
ские частицы, наночастицы на основе биополи-
меров, композитных материалов и др. [20, 21].

Нами впервые изучено противовирусное дей-
ствие РНП CRISPR/Cas9 при его однократном
введении на модели ВГВ у мышей in vivo. Одно-
кратное введение РНП CRISPR/Cas9, даже с уче-
том неоптимальной системы доставки в виде

коммерческих липосом, снижало примерно в
10 раз вирусную нагрузку по параметру ДНК ВГВ
в сыворотке крови и печени мышей (рис. 2б, в).
Процент ВГВ-позитивных клеток (по параметру
HBcAg) практически не изменялся, что можно
объяснить как длительным периодом полужизни
вирусных белков, так и неполной элиминацией
вируса из инфицированных клеток. При анализе
целевых мутаций, обусловленных действием
CRISPR/Cas9, обнаружены редкие делеции и
вставки нуклеотидов (частота ~0.1–0.3/1000 прочте-
ний). Важно отметить, что схожие значения частоты
мутаций в целевом сайте наблюдались в ходе дли-
тельной (до 62 суток) продукции CRISPR/Cas9 с
аденоассоциированного вектора у гуманизиро-
ванных мышей, инфицированных ВГВ [22]. Низ-
кая частота мутаций в сайте целевого разрезания
на моделях ВГВ с одновременным значительным

Рис. 2. Противовирусное действие РНП CRISPR/Cas9 на модели гидродинамической инъекции ВГВ-кодирующей
плазмиды. а – Схема эксперимента. Анализ уровней ДНК ВГВ: ДНК ВГВ в сыворотке крови (б) и внутрипеченочная
ДНК ВГВ (в) через 48 ч после инъекции. Планки погрешностей соответствуют стандартным отклонениям. ns – стати-
стически незначимые отличия. Рис. а создан в программе BioRender. ИГХ – иммуногистохимический анализ.
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подавлением вирусной нагрузки, скорее всего, свя-
зана с преимущественным разрушением вирусных
геномов, как описано ранее [7].

Системы CRISPR/Cas9 позволяют в короткие
сроки элиминировать бóльшую часть геномов
ВГВ из инфицированных клеток. Использование
CRISPR/Cas9 в виде РНП в сочетании с невирус-
ными методами доставки может существенно со-
кратить процесс лечения пациентов с ХГВ и обес-
печить полную элиминацию ВГВ из организма.
Учитывая, что уже существуют подходы к созда-
нию эффективных и безопасных комплексов
CRISPR/Cas9 для разрезания ВГВ, ключевым ба-
рьером на пути использования систем генетиче-
ского редактирования в клинической практике
является отсутствие эффективных и безопасных
средств системной доставки РНП.

Благодарим Юрия Бабина за помощь в анализе
биоинформатических данных.
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Antiviral Activity of CRISPR/Cas9 Ribonucleoprotein Complexes 
at Hepatitis B Virus Model in vivo
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Chronic hepatitis B (CHB) caused by hepatitis B virus (HBV) infection, is one of the key issues of global
health. Complete elimination of HBV from infected cells and, therefore, cure of chronic infection cannot be
achieved with the use of modern antivirals. CRISPR/Cas9 systems of site-specific nucleases can effectively
cleave target DNA, including viral genomes. Cleavage of the major form of HBV genome, covalently closed
circular DNA (cccDNA), results in robust reduction in viral replication, degradation or mutational inactiva-
tion of cccDNA. CRISPR/Cas9-based approaches are one of the most promising for achieving a “sterilizing”
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cure of CHB, i.e. complete elimination of the virus from the body. In this study, we analyzed antiviral activity
of a high-specificity Cas9 protein and an sgRNA targeting HBV genome, at HBV mouse model in vivo. We
found that a single injection of short-lived ribonucleoprotein complexes of CRISPR/Cas9 results in ~10-fold
reduction in HBV DNA levels in serum and liver of mice as early as 48 hours after the start of the experiment.
The remaining HBV DNA templates were found to harbor rare indel mutations at the target site. Developing
new antivirals for treating CHB based on CRISPR/Cas9 ribonucleoprotein complexes could substantially re-
duce duration of CHB therapy and, potentially, achieve complete elimination of viral infection.

Keywords: gene editing, antiviral drugs, deletions, insertions, genome technologies, NGS
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