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Системы нуклеаз CRISPR/Cas9 могут эффективно подавлять репликацию вируса гепатита В, хотя
кольцевая ковалентно замкнутая вирусная ДНК (ккзДНК) продолжает персистировать в ядре ин-
фицированных клеток. Двухцепочечные разрывы в (double-strand breaks, DSBs) ккзДНК, образо-
вавшиеся под действием CRISPR/Cas9, как правило, подвергаются репарации по пути соединения
негомологичных концов (NHEJ), в результате чего в последовательности ккзДНК возникают мута-
ции по типу вставок/делеций. Модуляция путей репарации DSBs с помощью малых молекул усили-
вает действие систем CRISPR/Cas9 и может способствовать элиминации ккзДНК вируса гепатита
В. Проанализирована противовирусная активность системы CRISPR/Cas9 при действии ингибито-
ров процессов гомологичного соединения концов ДНК (homologous recombination, HR), RI-1, и
NHEJ, NU7026, а также их комбинации на двух моделях инфекции вируса гепатита В in vitro: в клетках
HepG2-1.1merHBV с геномом вируса гепатита В под tet-on-регулируемым цитомегаловирусным промо-
тором и HepG2-1.5merHBV с конститутивной продукцией прегеномной РНК вируса гепатита В под
промотором дикого типа. Обработка растворами низкомолекулярных соединений RI-1 или NU7026
приводила к значительному снижению уровней ккзДНК в сравнении с контрольной группой (обработ-
ка зараженных клеток DMSO) после лентивирусной трансдукции системы CRISPR/Cas9. В зависимо-
сти от модели клеток, под действием RI-1 и NU7026 уровни ккзДНК снижались в 5.0–6.5 раз по
сравнению с контрольными образцами. Использование как ингибиторов HR, так и ингибиторов NHEJ
способствует элиминации ккзДНК вируса гепатита В системами CRISPR/Cas9 in vitro, что в дальней-
шем может быть использовано в исследованиях in vivo и рассматриваться как потенциальный инстру-
мент для создания таргетных препаратов для лечения хронического гепатита В.

Ключевые слова: CRISPR/Cas9, вирус гепатита В, кольцевая ковалентно замкнутая ДНК, лентиви-
русная трансдукция, HR, NHEJ, двухцепочечные разрывы ДНК, RI-1, NU7026
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ВВЕДЕНИЕ

Хронический гепатит В (ХГВ) – тяжелое забо-
левание печени, связанное с хронической перси-
стенцией вируса гепатита В (ВГВ) в гепатоцитах.
Это одно из самых распространенных вирусных

заболеваний человека – более 250 млн по всему
миру; из которых более 1 млн ежегодно умирает
от ассоциированных с ХГВ заболеваний печени:
гепатоцеллюлярной карциномы и цирроза. По
обновленной статистике, опубликованной в жур-
нале Lancet в 2017 году [1], в смертности от ин-

Сокращения: ВГВ – вирус гепатита В; ккзДНК – кольцевая ковалентно замкнутая ДНК; кчдДНК – кольцевая частично
двухцепочечная ДНК; пгРНК – прегеномная РНК; ХГВ – хронический гепатит В; CMV (cytomegalovirus) – цитомегалови-
рус; CRISPR/Cas9 (clustered regularly interspaced short palindromic repeats/CRISPR associated protein 9) – короткие палин-
дромные повторы, регулярно расположенные группами/CRISPR-ассоциированный белок 9; DSBs (double-strand breaks) –
двухцепочечные разрывы ДНК; HR (homologous recombination) – гомологичная рекомбинация; NHEJ (non-homologous
end-joining) – репарация с помощью негомологичного соединения концов; S-РНК – мРНК S-белка.
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МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ КЛЕТКИ



312

МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ  том 53  № 2  2019

КОСТЮШЕВА и др.

фекционных заболеваний лидируют вирусные ге-
патиты.

Основная причина персистенции ВГВ – нали-
чие суперспирализованной кольцевой ковалент-
но замкнутой ДНК (ккзДНК) в ядре. Эта ДНК
служит матрицей для транскрипции всех мРНК
ВГВ, включая основную форму, прегеномную
РНК (пгРНК) ВГВ (3.5 тыс. нуклеотидов), с кото-
рой происходит синтез минус-цепи ДНК ВГВ.

До последнего времени изучение цикла ВГВ и
разработка противовирусных препаратов была во
многом ограничена отсутствием пригодных мо-
делей in vitro [2]. Одними из первых были сурро-
гатные модели гепатита В (гепатит В уток и сурка)
[3, 4] и модели первичных гепатоцитов человека
[5]. На суррогатных моделях изучены фундамен-
тальные аспекты цикла ВГВ, но, так как это все-
таки модели гепатита В животных, их использо-
вание для разработки препаратов прямого проти-
вовирусного действия нерационально. Первич-
ные гепатоциты человека труднодоступны и
быстро теряют собственный фенотип в культуре
клеток (в частности, экспрессию NTCP-рецепто-
ра) [6], поэтому их использование в исследовани-
ях также затруднено, хотя последние разработки
в области трехмерных культур клеток [7], сов-
местного культивирования гепатоцитов челове-
ка в микропаттернах (организованных двухмер-
ных островках) с фибробластами животных [8] и
получение гепатоцитов из стволовых клеток че-
ловека [9] отчасти решают эти проблемы. Клет-
ки человека HepaRG исторически считаются
первой перевиваемой линией клеток, чувстви-
тельной к заражению ВГВ и наиболее близкой по
своим свойствам и транскриптому к гепатоцитам.
Тем не менее, использование HepaRG связано с
длительной дифференцировкой клеток и плохой
воспроизводимостью результатов экспериментов
[10]. Главное достоинство HepaRG состоит в воз-
можности изучения ранних этапов инфекции, то
есть на стадии проникновения вируса в клетку.
Изначально нечувствительные к инфекции ли-
нии клеток HepG2 [11] со вставками генома ВГВ,
HepAD38 и HepG2.2.15, и модель трансфекции
HepG2 плазмидой, кодирующей геном ВГВ, ли-
нейной или кольцевой ДНК ВГВ – наиболее про-
стые и надежные модели ВГВ-инфекции. Их ис-
пользование позволяет получать воспроизводи-
мые данные по репликации вируса, при этом
уровни ккзДНК ВГВ остаются довольно низкими
(менее 1 копии на клетку) [12]. В проведенной на-
ми работе использованы как классические моде-
ли ВГВ (трансфекция клеток HepG2 плазмидой,
кодирующей ВГВ), так и новые модели со ста-
бильной репликацией ВГВ (вставка генома ВГВ
1.5-mer под промотором дикого типа, то есть с низ-
кой репликативной активностью) и с индуцируе-
мой тетрациклином транскрипцией ВГВ (вставка

генома ВГВ 1.1-mer под цитомегаловирусным про-
мотором).

Ни одно из современных лекарственных
средств не действует напрямую на ккзДНК ВГВ.
Однако известно, что напрямую деградировать эту
ДНК могут APOBEC-дезаминазы [13] и сайтспеци-
фичные нуклеазы систем CRISPR/Cas9, ZFNs (нук-
леазы с цинковыми пальцами), TALENs (эффектор-
ные нуклеазы, подобные активаторам) [14–16].

Работа системы CRISPR/Cas9 основана на
привлечении нуклеазы Cas9 к целевому сайту
ДНК, определяемому специальным РНК-провод-
ником [17]. Специфичность и эффективность си-
стемы CRISPR/Cas9 сравнимы с TALENs и ZFNs,
однако простота работы этой системы и возмож-
ность “усовершенствования” белков Cas9 – это те
факторы, которые обусловливают ее широкое ис-
пользование при разработке новых лекарствен-
ных препаратов [18]. Недавно подтверждена [19]
концепция, согласно которой CRISPR/Cas9 с
РНК-проводниками к геному ВГВ может оказы-
вать мощное противовирусное действие, снижая
все показатели ВГВ-инфекции на различных мо-
делях клеток. Однако, несмотря на практически
полную остановку цикла ВГВ вскоре после введе-
ния CRISPR/Cas9, число копий ккзДНК значи-
тельно снижалось только к 4 неделе после транс-
дукции лентивирусов [14]. Считается, что след-
ствием нуклеолитического расщепления ккзДНК
системами CRISPR/Cas9 могут быть различные
мутации, в том числе со сдвигом рамок считыва-
ния [20]. Хотя значительное снижение реплика-
ции ВГВ – важное достижение, о полном изле-
чении ХГВ можно будет говорить только при
полной элиминации ккзДНК. В частности, пер-
систентность ккзДНК, даже в условиях постоян-
ного ингибирования вирусного цикла аналога-
ми нуклеот(з)идов, сопровождается продукцией
белка НВх – основного мутагенного фактора
ВГВ [21]. Таким образом, встает задача измене-
ния судьбы двухцепочечных разрывов (double-
strand breaks, DSBs) в ккзДНК с репарации на
путь деградации. Известно, что репарация DSBs
после нуклеолитического расщепления система-
ми CRISPR/Cas9 реализуется по механизму со-
единения негомологичных концов ДНК (NHEJ)
и, в редких случаях, гомологичным соединением
концов ДНК (HR) [19]. Модуляция путей репара-
ции с помощью низкомолекулярных соединений,
антител и отдельных белков, многие из которых
уже используются в клинической практике [22]
или находятся на стадиях клинических испыта-
ний [23], усиливает эффекты, связанные с дей-
ствием CRISPR/Cas9. В частности, подавление
NHEJ усиливает эффективность редактирования
генома с помощью CRISPR/Cas9 [24].

Считается, что NHEJ и HR связаны реципрок-
ным взаимодействием. В упрощенном варианте
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можно сказать, что подавление активности NHEJ
усиливает HR и наоборот. Однако механизмы ре-
парации DSBs гораздо более сложны, и возмож-
ность модуляции активности путей репарации
DSBs с целью усиления анти-ВГВ-активности
CRISPR/Cas9 требует отдельного изучения.

Нами разработана система CRISPR/Cas9, эф-
фективно блокирующая транскрипцию и репли-
кацию ВГВ. Показано, что низкомолекулярное
соединение RI-1, которое препятствует сборке
филаментной структуры RAD51 и подавляет
путь HR [24], и низкомолекулярное соединение
NU7026, необратимо связывающееся с катали-
тической субъединицей ДНК-протеинкиназы
(DNA-PKcs) [23], а также их смесь не токсичны
для клеток. Обработка этими соединениями кле-
ток, зараженных ВГВ, приводит к усилению про-
тивовирусного действия систем CRISPR/Cas9.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Линии клеток. Клетки гепатомы человека

HepG2, а также линии HepG2-1.1merHBV и
HepG2-1.5merHBV (предоставлены проф. Dieter
Glebe, Университет Гиссена, Германия) с гено-
мом ВГВ 1.1-mer и 1.5-mer генотипа D, под tet-on-
регулируемым промотором цитомегаловируса
(CMV) и промотором дикого типа соответствен-
но, культивировали в среде DMEM с высоким со-
держанием глюкозы (4.5 г/л) (“Thermo Fisher Scien-
tific”, США), 1% эмбриональной сыворотки круп-
ного рогатого скота (FBS; “Gibco”), 100 ед./мл
пенициллина, 100 мкг/мл стрептомицина и 2 мМ
L-глутамина при 37°С в среде с 5% СО2. Клетки
рассевали в 6-луночные планшеты с 50%-ной
плотностью, на следующие сутки цикл ВГВ на
модели HepG2-1.1merHBV активировали докси-
циклином (100 нг/мл) в течение 24 ч, после чего
клетки дважды промывали фосфатным буфером
и трансдуцировали лентивирусами (MOI = 3.5) с
Cas9-P2A-EGFP (плазмида Addgene #63592
предоставлена PhD Phil Sharp и PhD Feng Zhang)
и РНК-проводником под U6-промотором (плаз-
мида Addgene #50662 предоставлена PhD Eric
Lander и PhD David Sabatini) (MOI = 3.0) либо неце-
левым РНК-проводником (контроль) в смеси с
полибреном (8 мкг/мкл). Через 48 ч после транс-
дукции клетки обрабатывали растворами ингиби-
торов репарации в DMSO, в качестве контроля
использовали обработку DMSO в полной среде
DMEM. Инкубацию с низкомолекулярными со-
единениями вели в течение 72 ч, меняя среду с
ингибиторами каждые 24 ч.

Получение ПЦР-продукта, кодирующего РНК-
проводник. Мишень в геноме ВГВ подбирали с
использованием сервиса Broad Institute Genetic
Perturbation Platform (portals.broadinstitute.org) и
программы Geneious 7.1.9. ПЦР-продукт с U6-про-
мотором, кодирующий РНК-проводник, получали

в двухэтапной ПЦР с высокоточной полимеразой
Q5 (“New England Biolabs”, США) с проведением
амплификации с плазмиды pLX-sgRNA (плазми-
да Addgene #50662). РНК-проводник нацелен на
мишень в геноме ВГВ и содержит шпильку, необ-
ходимую для распознавания белком Cas9 Strepto-
coccus pyogenes.

Низкомолекулярные соединения. В работе ис-
пользованы: специфический ингибитор катали-
тической субъединицы ДНК-протеинкиназы,
принимающей участие в NHEJ-пути репарции
ДНК, NU7026 (“Abcam Biochemicals”, Велико-
британия) в концентрации 20 мкМ; специфиче-
ский ингибитор белка RAD51 HR-пути репара-
ции ДНК RI-1 (“Abcam Biochemicals”) в кон-
центрации 10 мкМ и комбинация RI-1+Nu7026
(10 мкМ и 20 мкМ соответственно). Концентри-
рованные растворы низкомолекулярных соеди-
нений хранили в DMSO, растворяя в полной среде
DMEM непосредственно перед использованием.

Анализ пролиферации и цитотоксичности мето-
дом колориметрии. Измерение пролиферации
клеток HepG2-1.1merHBV под действием раство-
ров низкомолекулярных соединений проводили с
помощью набора BrdU Cell Proliferation kit (“Abcam
Biochemicals”) по инкорпорации BrdU в делящиеся
клетки, используя колориметрическую детекцию
при 450 нм. Исследование динамики пролиферации
клеток HepG2-1.1merHBV и их жизнеспособности
проводили с помощью набора Cell Cytotoxicity Assay
kit (“Abcam Biochemicals”), который предназначен
для оценки пролиферации и жизнеспособности
клеток по запатентованной технологии восстанов-
ления флуоресцентного субстрата делящимися
клетками, по протоколу производителя. Экспери-
менты проводили в 96-луночных планшетах, рассе-
вая клетки с 30%-ной плотностью в 8 технических
повторах; для детекции флуоресцентного сигнала
использовали планшетный спектрофотометр iMark
(“Bio-Rad Laboratories, Inc.”, США).

Клонирование, накопление и очистка лентивирус-
ных векторов. Клетки HEK-293T выращивали в сре-
де DMEM, содержащей 4.5 г/л глюкозы, 1% FBS,
100 ед./мл пенициллина, 100 мкг/мл стрептоми-
цина и 2 мМ L-глутамина. За сутки до трансфек-
ции клетки с 70%-ной плотностью рассаживали в
Т175-флаконы. Трансфекцию плазмиды dHelp
(“Clontech”, США) для упаковки лентивирусов,
VSV-G (“Clontech”) и плазмид, кодирующих
Cas9-P2A-EGFP, РНК-проводник или нецелевой
РНК-проводник, проводили с помощью поли-
этиленимина (7.5 мМ) с NaCl (150 мМ). Через 24 ч
среду меняли на OptiMem (“Thermo Fisher Scien-
tific”), еще через 48 ч среду OptiMem отбирали из
флаконов, пропускали через 0.45-мкм фильтр
(“Corning”, США), наслаивали на стерильный
2%-ный раствор сахарозы (“Sigma”, США) в
пробирки для ультрацентрифугирования и цен-
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трифугировали в роторе SW28 в течение 2 ч при
100 000 × g (ультрацентрифуга LE-80K; “Beck-
man Coulter”, США). По окончании центрифу-
гирования надосадочную жидкость сливали, оса-
док подсушивали при комнатной температуре,
добавляли 300 мкл полной среды DMEM и инку-
бировали при 4°С в течение 2 ч, после чего осадок
лентивирусных частиц тщательно ресуспендиро-
вали и, отобрав 20-мкл аликвоты, замораживали
при –70°С.

Определение титра лентивирусов. Клетки сус-
пензионной культуры SupT1 инкубировали в сре-
де RPMI-1640 (“Thermo Fisher Scientific”) c 2% FBS
и 2 мМ L-глутамина, без антибиотиков. В день
трансдукции клетки высеивали на 48-луночный
планшет по 1 × 105 клеток на лунку и добавляли
лентивирус в различных разведениях (в трех по-
вторах каждое). Через 24 ч клетки промывали
фосфатным буфером и культивировали в полной
среде RPMI-1640 в течение 64 ч, после чего клет-
ки осаждали в течение 5 мин при 500 × g и ресус-
пендировали в 300 мкл фосфатного буфера. Про-
центное cодержание GFP-позитивных клеток
определяли на флуоресцентном проточном цито-
метре NovoCyte (“ACEA Biosciences”, США).
Число трансдуцирующих единиц в 1 мл определя-

ли, как описано ранее (Lentiviral Transduction Pro-
tocol, “Sigma Aldrich”).

Микроскопия. Клетки в 6-луночных планшетах
анализировали на 3 сутки после трансдукции, ис-
пользуя технологии флуоресцентной микроско-
пии (при длине волны 488 нм) и микроскопии в
светлом поле (Olympus IX71; “Olympus”, Япония),

Выделение нуклеиновых кислот. Выделение
нуклеиновых кислот проводили с помощью набо-
ра РИБО-преп (“ИнтерЛабСервис”, Россия) по
протоколу производителя, добавляя лизирующий
буфер непосредственно к клеткам после удаления
среды и двукратного промывания фосфатным бу-
фером. Для выделения пгРНК и мРНК S-белка
(S-РНК) ВГВ нуклеиновые кислоты обрабатыва-
ли ДНКазой I без РНКазной активности (“Ther-
mo Fisher Scientific”) в течение 30 мин при 37°С,
после чего повторяли выделение РНК с помощью
набора РИБО-преп и проводили реакцию обрат-
ной транскрипции, используя набор РЕВЕРТА-L
(“ИнтерЛабСервис”). Для выделения ккзДНК
ВГВ полученную ДНК обрабатывали ферментом
Plasmid-safe ATP-dependent DNase (“Epicentre”,
США) в течение 12 ч при 37°С (для разрушения
всех форм ДНК, кроме ккзДНК) и инактивирова-
ли фермент в течение 30 мин при 70°С.

Таблица 1. Праймеры и зонды, использованные в работе

a f – прямой праймер, r – обратный праймер, p – зонд. b FAM (6-carboxyf luorescein) – флуорофор; BHQ1 (black hole
quencher-1) – тушитель флуоресценции.

Мишень Типa Последовательностьb Тотжига, 
°C

ккзДНК f 5'-CCGTGTGCACTTCGCTTCA-3' 60
r 5'-GCACAGCTTGGAGGCTTGA-3'
p (FAM) 5'-CATGGAGACCACCGTGAACGCCC-3' (BHQ1)

пгРНК f 5'-GGTCCCCTAGAAGAAGAACTCCCT-3' 62
r 5'-CATTGAGATTCCCGAGATTGAGAT-3'
p (FAM) 5'-TCTCAATCGCCGCGTCGCAGA-3' (BHQ1)

S-РНК f 5'-TCCTCCAAСTTGTCCTGGTTATC-3' 60
r 5'-AGATGAGGCATAGCAGCAGGAT-3'
p (FAM) 5'-ATGATAAAACGCCGCAGACACATCCAGC-3' (BHQ1)

мРНК Cas9 S. pyogenes f 5'-TCCTGCTGAGCGACATCCTG-3' 56
r 5'-GCGTAGCCGTTCTTGCTCTG-3'
p (FAM) 5'-TCAGGCAGCTGCTGCCGCACGA-3' (BHQ1)

GAPDH f 5'-CAACGGATTTGGTCGTATTGG-3' 51
r 5'-GCAACAATATCCACTTTACCAGAGTTAA-3'
p (FAM) 5'-CGCCTGGTCACCAGGGCTGC-3' (BHQ1)

РНК-проводник f 5'-TAAAGAATTTGGAGCTACTGGTTTTAGAGCTAGAAATAG-3' 55
r 5'-CAGTAGCTCCAAATTCTTTACGGTGTTTCGTCCTTTC-3'

Незначащий РНК-провод-
ник

f 5'-GGGGCCACTAGGGACAGGATGTTTTAGAGCTAGAAATAG-3' 55
r 5'-TATATAGCTAGCAAAAAAAGCACCGACTCGG-3'
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Полуколичественный ПЦР-анализ. Полуколи-
чественный ПЦР-анализ проводили со специфи-
ческими праймерами и зондами TaqMan для
пгРНК ВГВ, S-РНК ВГВ, GAPDH, ДНК ВГВ,
ккзДНК ВГВ (таблица) на приборе Rotor Gene 6000.
Праймеры на ген β-глобина использовали из
коммерчески доступного набора АмплиСенс®

HBV-FL (“ИнтерЛабСервис”).

Определение уровней HBsAg. Определение сек-
ретируемого антигена ВГВ, HBsAg, в культураль-
ной среде проводили с помощью иммунофермент-
ного анализа, используя набор Architect HBsAg
(“Abbott Laboratories”) на приборе Abbott Architect
HBsAg (“Abbott Laboratories”) после пропускания
среды через 0.2-мкм фильтры (“Corning”) для уда-
ления погибших клеток. Данные по количествам
HBsAg представлены в международных едини-

цах/мл (МЕ/мл) с учетом количества клеток в об-
разце на момент забора культуральной среды.

Статистика. Статистическую обработку прово-
дили с помощью t-критерия Стьюдента или одно-
факторного дисперсионного анализа (где приме-
нимо) с использованием программного обеспе-
чения IBM SPSS Statistics 19.0.0.0; попарные
апостериорные сравнения производили с помо-
щью критерия Тьюки. Различия считали стати-
стически достоверными при p < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Система CRISPR/Cas9 значительно подавляет 

транскрипцию и репликацию ВГВ
на модели котрансфекции

С целью определения эффективности противо-
вирусного действия системы CRISPR/Cas9 с оди-

Рис. 1. Влияние системы CRISPR/Cas9 на транскрипцию и репликацию ВГВ в клетках HepG2. а – Схема эксперимен-
та (см. пояснения в тексте). б – Карта генома ВГВ и целевой регион РНК-проводника. Pol – ген полимеразы, preC/C – ге-
ны кор- и прекор-регионов, EnhI/EnhII – регионы энхансеров I и II, штрихом отмечен регион Х-гена. в – Уровни
пгРНК и S-РНК ВГВ на 3, 4 и 7 сутки после трансфекции системы CRISPR/Cas9 с целевым РНК-проводником
(РНКп) или с незначащим (К). Данные воспроизведены в 5 независимых экспериментах. Уровни пгРНК и S-РНК
нормализованы относительно экспрессии мРНК Cas9 в трансфицированных клетках. Уровни экспрессии секретиру-
емой ДНК ВГВ (n = 3) (г) и белка HBsAg (n = 3) (д) при действии системы CRISPR/Cas9 относительно контрольного
образца через 4 суток после трансфекции. Относительные уровни рассчитывали с помощью метода ΔΔCt. Планки по-
грешностей соответствуют стандартным отклонениям. **** p < 0.0001.
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ночным РНК-проводником клетки HepG2 ко-
трансфицировали с помощью реагента Lipofec-
tamine 2000 (“Thermo Fisher Scientific”) плазмидой
1.1merHBV (предоставлено Dieter Glebe, Гиссен,
Германия), плазмидой Cas9-P2A-EGFP (Addgene
#63592) и ПЦР-продуктом, кодирующим РНК-
проводник к геному ВГВ или незначащий РНК-
проводник (рис. 1а). Через 24 ч клетки отмывали
дважды фосфатным буфером, добавляли полную
среду и снимали через 48 ч. Противовирусный
эффект оценивали по экспрессии пгРНК, основ-
ного транскрипта ккзДНК ВГВ и S-РНК ВГВ на
3, 4 и 7 сутки после трансфекции, а также по ко-
личеству секретируемых в культуральную среду
HBsAg и ДНК ВГВ в сравнении с контролем на
4 сутки после трансфекции. Кодируемый РНК-
проводник ложится на область core/pre-core ге-
нома ВГВ – ключевой регион для транскрипции
пгРНК (рис. 1б).

Таким образом, трансфекция системы CRISPR/
Cas9 в клетки HepG2 вызывала снижение тран-
скрипции ВГВ более чем на 90% (рис. 1в). Важно
заметить, что транскрипция ВГВ фактически
прерывалась за счет CRISPR/Cas9 и не восста-
навливалась к 7 суткам после трансфекции. На
4 сутки после трансфекции измеряли уровни сек-
ретируемой ДНК ВГВ и HBsAg. Оба параметра
были более чем в 2 раза ниже в клетках с CRISPR/
Cas9, чем в контрольном образце (рис. 1г, д). Вви-
ду особенностей выделения ккзДНК ВГВ (см.
раздел “Экспериментальная часть”) оценить ее
уровни на модели котрансфекции невозможно,
поэтому влияние CRISPR/Cas9 системы и рас-
творов низкомолекулярных соединений на экс-
прессию ккзДНК ВГВ исследовали на моделях
стабильных клеточных культур.

Сравнительный анализ транскрипции
и репликации ВГВ на моделях клеток гепатомы

Клетки HepG2-1.1merHBV и HepG2-1.5merHBV,
содержащие интегрированные трансгены генома
ВГВ 1.1mer и 1.5mer под цитомегаловирусным
промотором и промотором дикого типа соот-
ветственно, воспроизводят полноценный ин-
фекционный цикл ВГВ, включая образование
ккзДНК, экспрессию РНК ВГВ и секрецию ча-
стиц ВГВ (рис. 2а). Tet-on-регулируемая экспрес-
сия пгРНК в клетках HepG2-1.1merHBV позволя-
ет запускать цикл вируса при добавлении докси-
циклина и прекращать экспрессию пгРНК с
геномной вставки при изъятии доксициклина из
культуральной среды. Таким образом, после удале-
ния доксициклина ВГВ транскрибируется только с
образованных de novo матриц ккзДНК. В клетках
HepG2-1.5merHBV происходит конститутивная
экспрессия пгРНК со вставки генома ВГВ и с эпи-
сомальной ккзДНК. S-РНК и X-РНК (мРНК

X-белка) транскрибируются с внутренних промото-
ров и не регулируются механизмами tet-on.

В результате анализа транскрипции и репли-
кации ВГВ в динамике выявлено, что уровни
пгРНК (рис. 2б), а также ккзДНК и ДНК ВГВ
(рис. 2в) стабильно и статистически значимо вы-
ше в клетках HepG2-1.5merHBV по сравнению с
HepG2-1.1merHBV. На 3 сутки экспрессия пгРНК
между клетками мало отличалась, так как к этому
моменту в клетках HepG2-1.1merHBV с мощного
CMV-промотора успевает наработаться сравни-
мое с HepG2-1.5merHBV количество транскрип-
та. Позже уровни транскрипции пгРНК и реплика-
ции вируса в клетках 1.5HBV становятся существен-
но выше, так как транскрипция пгРНК в этих
клетках продолжается и с генома, и с ккзДНК, в то
время как в клетках 1.1merHBV пгРНК может на-
рабатываться только с ккзДНК, образованной в
первые сутки после активации трансгена ВГВ. В
клетках HepG2-1.1merHBV наблюдается более
активная транскрипция S-РНК (приблизительно
в 10 раз; см. рис. 2б) и секреция HBsAg (приблизи-
тельно в 50 раз; см. рис. 2г), что связано с мас-
штабной продукцией S-РНК со вставки генома.

Лентивирусная трансдукция CRISPR/Cas9 
снижает репликацию ВГВ на моделях

хронической инфекции
Клетки HepG2-1.1merHBV обрабатывали док-

сициклином (100 нг/мл) для активации tet-on-про-
мотора, через 24 ч отмывали дважды фосфатным
буфером и трансдуцировали лентивирусными век-
торами с помощью полибрена. На следующие сут-
ки после трансдукции среду с лентивирусами уда-
ляли и добавляли полную среду. По результатам
проточной цитофлуориметрии (рис. 3а) и флуо-
ресцентной микроскопии (рис. 3б), эффектив-
ность лентивирусной трансдукции при MOI 3.5
составила 83.8 ± 3.11%. Наименьшие количества
лентивирусов с РНК-проводником и нецелевым
РНК-проводником, способные подавлять вирус-
ный цикл, выбирали, основываясь на изменении
в секреции HBsAg и ДНК ВГВ на 3 сутки после
трансдукции (рис. 3в). В связи с тем, что суще-
ственных отличий в этих показателях не обнару-
жили для лентивирусных частиц с РНК-проводни-
ком при значениях MOI, равных 3 (1), 6 (2) и 9 (3),
мы использовали наименьшую дозу.

Ингибиторы NHEJ/HR не оказывают 
цитотоксического действия и вызывают 

незначительные изменения в транскрипции ВГВ
Низкомолекулярное соединение NU7026 не-

обратимо связывается с фактором DNA-PKcs,
тем самым подавляя активность пути NHEJ. Со-
единение RI-1 ингибирует путь HR, препятствуя
сборке филаментной структуры RAD51. Выбран-
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ные концентрации RI-1 и NU7026, а также их
комбинация не оказывали цитотоксического
действия на клетки HepG2-1.1merHBV. Это про-
демонстрировано по результатам трех различных
тестов, включая анализ пролиферации клеток
(рис. 4а,б,д) и анализ жизнеспособности клеток
(рис. 4в,г) при инкубации с этими соединениями
в течение 24 и 72 ч. Во всех временных точках изу-
ченные параметры не отличались значимо от
контрольных величин.

Ранее показано, что ВГВ использует сигналь-
ные пути, активируемые DSBs и одноцепочеч-
ными разрывами, для собственной репликации
[25]. Нами исследовано влияние ингибиторов
DNA-PKcs (NU7026) и RAD51 (RI-1) на уровни
ккзДНК и экспрессию пгРНК в обеих клеточных
линиях. В выбранных условиях RI-1 практически
не оказывал влияния на инфекционный цикл
ВГВ, в то время как NU7026 снижал экспрессию

пгРНК в клетках HepG2-1.1merHBV на 80% (p <
< 0.001) через 24 ч и на 65% (p < 0.001) через 72 ч.
Обработка клеток NU7026 приводила к незначи-
тельному снижению уровня ккзДНК в клетках
HepG2-1.1merHBV через 72 ч (рис. 4е).

Ингибиторы репарации усиливают 
противовирусное действие CRISPR/Cas9 на ВГВ

С целью проанализировать действие исследуе-
мых ингибиторов на противовирусную актив-
ность CRISPR/Cas9, клетки HepG2-1.1merHBV и
HepG2-1.5merHBV через 48 ч после трансдукции
обрабатывали RI-1 и NU7026 в выбранных кон-
центрациях и каждые 24 ч заменяли культураль-
ную среду на свежую с теми же концентрациями
ингибиторов. Инкубацию проводили в течение
3 суток, после чего культуральную среду исполь-
зовали для анализа HBsAg. Клетки промывали

Рис. 2. Сравнительный анализ транскрипции и репликации ВГВ в линиях клеток гепатомы. а – Цикл ВГВ (HBcAg –
кор-антиген ВГВ, ЭР – эндоплазматический ретикулум, kb – тыс. нуклеодидов). б – Динамика транскрипции ВГВ
(пгРНК и S-РНК, нормализация на мРНК GAPDH) в клетках HepG2-1.1merHBV (1.1) и HepG2-1.5merHBV (1.5) на 3,
4 и 7 сутки. в – Динамика изменения уровней ДНК ВГВ и ккзДНК (нормализация на ген β-глобина) в клетках
HepG2-1.1merHBV (1.1) и HepG2-1.5merHBV (1.5). г – Уровни экспрессии HBsAg в линиях клеток гепатомы. Изме-
рения проведены в трех биологических повторах. Планки погрешностей соответствуют стандартным отклонениям.
**p < 0.01, ***p < 0.001, ****p < 0.0001.

а

10

пгРНК6

4

8

2

0

О
тн

ос
ит

ел
ьн

ая
эк

сп
ре

сс
ия

****
****

****
****

****
****

S-РНК

1.1 1.5 1.1 1.5 1.1 1.5
3 4 7

Время, сутки

б

25

ккзДНК15

10

20

5

0

О
тн

ос
ит

ел
ьн

ая
эк

сп
ре

сс
ия

****
****

****
****

****
****

ДНК ВГВ

1.1 1.5 1.1 1.5 1.1 1.5
3 4 7

Время, сутки

в

10

6
4

8

2
0

****

С
ек

ре
ти

ру
ем

ы
й

H
B

sA
g,

 М
Е

/м
л

Hep
G2-1.

1merH
BV

Hep
G2-1.

5merH
BV

г

Ядро

ЭР

HepG2

HBsAg

HBcAg
3.5 kb

2.4 kb
2.1 kb

Транскрипция

Трансляция
Упаковка

РНК

Синтез 
– цепи ДНК

Синтез 
+ цепи ДНК

ккзДНК

РНК

а



318

МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ  том 53  № 2  2019

КОСТЮШЕВА и др.

дважды фосфатным буфером и лизировали с по-
следующим анализом компонентов жизненного
цикла ВГВ (рис. 5а).

Нуклеазы системы CRISPR/Cas9 могут вно-
сить DSBs в две основные формы ДНК ВГВ: в ли-
нейную двухцепочечную ДНК и ккзДНК, – ко-
торые локализуются в ядре инфицированных
клеток (рис. 5б). При репарации DSBs в геноме
ВГВ преимущественно используется NHEJ-путь
(рис. 5б (II)) [19].

В условиях эксперимента лентивирусная тран-
сдукция модельных клеток снижает уровни всех
исследованных маркеров ВГВ в клетках 1.1 и 1.5:
пгРНК на 39% (p < 0.05) и 10%; ккзДНК на 28%
(p < 0.05) и 70% (p < 0.05); HBsAg на 51% (p < 0.05)
и 48% (p < 0.05) соответственно (рис. 5в–д). Обра-
ботка клеток 1.1 и 1.5 соединением NU7026 давала
выраженный эффект по ккзДНК: снижение на
89% (p < 0.05) и 70% (p < 0.05) соответственно

(рис. 5г). Кроме того, использование NU7026 на
клетках 1.5 приводило к статистически значимо-
му снижению пгРНК (рис. 5в). Уровни HBsAg не
снижались, а, наоборот, несколько возрастали
при совместном действии системы CRISPR/Cas9
и NU7026 на клетки 1.1 и 1.5: в 1.22 (p < 0.05) и
2.83 раза (p < 0.05) соответственно (рис. 5д). При
обработке клеток 1.5 RI-1 действие CRISPR/Cas9
усиливалось по отношению к ккзДНК (снижение
уровня на 94%, p < 0.01; рис. 5г) и пгРНК (на 69%,
p < 0.05; рис. 5в). Следует заметить, что в клетках
1.1 уровни пгРНК и HBsAg практически не отли-
чались от контроля с РНК-проводником в DMSO.
Обработка клеток комбинацией ингибиторов,
RI-1/NU7026, давала неоднозначный эффект.
Так, экспрессии пгРНК снижалась на 42% и 89%
(p < 0.01) в клетках 1.1 и 1.5 соответственно, уров-
ни ккзДНК снижались соответственно на 47 и
74% (p < 0.05), а содержание HBsAg снижалось на
70% (p < 0.05) в клетках 1.1 и увеличивалось в

Рис. 3. Выбор условий трансдукции клеток гепатомы лентивирусными векторами с CRISPR/Cas9. а –Трансдуциро-
ванные лентивирусом (ЛентиCas9-EGFP) клетки, продуцирующие EGFP, детектировали на канале 495/519 нм как зе-
леные флуоресцентные клетки. Контроль (нетрансдуцированные клетки) отмечен красным, трансдуцированные
клетки отмечены зеленым. Зеленые флуоресцентные клетки выделены ограничительной линией. б – Микрофотогра-
фии трансдуцированных клеток в светлом поле (сверху) и на зеленом канале (снизу); увеличение 10×. в – Подбор оп-
тимального количества лентивируса с РНК-проводником на основании данных по влиянию на уровни секретируемой
ДНК ВГВ (черные столбцы), нормированные на экспрессию гена β-глобина, и секретируемого HBsAg (серые столб-
цы) относительно показателей в контрольных клетках. Контрольная группа клеток (К) трансдуцирована лентивиру-
сом с Cas9-P2A-EGFP (MOI = 3.5); экспериментальные группы клеток трансдуцированы лентивирусом с Cas9-P2A-EGFP
(MOI = 3.5) и лентивирусом с РНК-проводником при MOI 3 (1); 6 (2) или 9 (3).
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1.43 раза в клетках 1.5 (p < 0.05) в сравнении с
контрольными клетками (рис. 5в–д). Изменения
в уровнях секретируемой ДНК ВГВ в целом отоб-
ражали влияние CRISPR/Cas9 на уровни ккзДНК
в тех же клетках (рис. 5е). В группе контроля уров-
ни секретируемой ДНК ВГВ снижаются на клет-
ках 1.5 более чем в 2 раза (p < 0.05). В целом, уров-
ни ДНК ВГВ практически не отличались от кон-
троля во всех экспериментальных группах на
клетках 1.1 за исключением клеток, обработан-
ных NU7026. При обработке клеток 1.1 и 1.5

NU7026 уровни ДНК ВГВ были на уровне 50% от
контрольных значений (p < 0.05).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Ранее показано, что системы CRISPR/Cas9
могут вносить двухцепочечные разрывы в геном
ВГВ и прерывать цикл вируса; хотя при этом
уровни ккзДНК ВГВ, высокоперсистентной фор-
мы генома и ключевого компонента цикла виру-
са, мало изменяются [14, 19]. В подобранных нами
условиях при первичной оценке противовирусного

Рис. 4. Анализ цитотоксичности RI-1 и NU7026 и их влияния на репликацию ВГВ. Анализ пролиферации клеток
HepG2-1.1merHBV при обработке RI-1 (10 мкМ), NU7026 (20 мкМ) или их комбинацией (RI-1/NU7026 в концентра-
циях 10 мкМ/20 мкМ) в течение 48 ч (а) и 72 ч (б) с использованием набора Cytotoxicity kit. Число клеток прямо про-
порционально оптическому поглощению при 490 нм (А490). Контрольные клетки обрабатывали DMSO (0.115% в
культуральной среде, что соответствует максимальному содержанию DMSO в группе RI-NU). Анализ жизнеспособ-
ности клеток HepG2-1.1merHBV относительно контрольного образца при обработке препаратами RI-1, NU7026 или
RI-1/NU7026 в течение 24 (в) и 72 ч (г) с использованием набора Cytotoxicity kit. д – Анализ пролиферация клеток
HepG2-1.1merHBV при обработке RI-1, NU7026 илиRI-1/NU7026 в течение 24 и 72 ч. Скорость пролиферации клеток
оценивали по включению в них бромуридина (BrdU) в конечной временной точке, измеряя оптическое поглощение
при 450 нм (A450). Контрольные клетки обрабатывали DMSO. Планки погрешностей соответствуют стандартным от-
клонениям. Отличия считались значимыми при p < 0.05. е – Клетки HepG2-1.1merHBV и HepG2-1.5merHBV обраба-
тывали RI-1, NU7026 или RI-1/NU7026 в течение 24 и 72 ч и оценивали репликацию ВГВ по экспрессии пгРНК и
уровню ккзДНК. Измерения проведены в трех биологических повторах. Планки погрешностей соответствуют стан-
дартным отклонениям. *p < 0.05, ****p < 0.0001.
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Рис. 5. Влияние RI-1 и NU7026 на противовирусную активность CRISPR/Cas9. а – Схема эксперимента (см. поясне-
ния в тексте). б – Схематическое изображение действия RI-1 и NU7026 как ингибиторов HR (I) и NHEJ (II). При ре-
парации двухцепочечных разрывов ДНК RI-1 ингибирует фактор RAD51 и блокирует путь HR; NU7026 необратимо
связывается с DNA-PKcs и блокирует путь NHEJ. Ферменты системы CRISPR/Cas9 могут вносить двухцепочечные
разрывы в ккзДНК ВГВ (III) по целевым мишеням. MRN, CtIP, RPA, RAD51, BRCA/BRCA2 – белки и белковые ком-
плексы пути HR. Ku70/80, DNA-PKcs, Artemis, DNA pol – белки и белковые комплексы пути NHEJ. в – Экспрессия
пгРНК ВГВ относительно мРНК GAPDH после трансдукции клеток HepG2-1.1merHBV (1.1) и HepG2-1.5merHBV
(1.5) лентивирусами с Cas9 с нецелевым РНК-проводником (контроль) и Cas9 c целевым РНК-проводником (РНКп)
и обработки NU7026, RI-1 или NU7026/RI-1. г – Уровни ккзДНК относительно гена β-глобина. д – Уровни секрети-
руемого HBsAg относительно контрольного образца с нецелевым проводником. е – Уровни секретируемой ДНК ВГВ
относительно контрольного образца. Эксперименты проведены в трех биологических повторах. Планки погрешно-
стей соответствуют стандартным отклонениям.*p < 0.05.
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действия системы CRISPR/Cas9 транскрипция и
репликация ВГВ в клетках HepG2 значительно сни-
жались (от 50 до 90% для разных параметров). Со-
гласно опубликованным данным, CRISPR/Cas9-
система с отдельными РНК-проводниками эф-
фективно блокировала транскрипцию и реплика-
цию ВГВ [14, 26, 27]. Мишенью выбранного нами
РНК-проводника системы CRISPR/Cas9 служит
pre-core/core регион генома ВГВ, необходимый
для считывания пгРНК – основного транскрипта
ВГВ, который служит матрицей для синтеза коль-
цевой частично двухцепочечной ДНК (кчдДНК),
секретирумой в составе вирионов формой гено-
ма. Внесение разрывов в ккзДНК ВГВ с помощью
системы CRISPR/Cas9 может приводить к частич-
ной деградации ккзДНК, а также внесению мута-
ций со сдвигами рамок считывания и блокирова-
нию образования транскриптов. Важно отметить,
что помимо снижения уровней пгРНК, использо-
вание CRISPR/Cas9 снижало уровень S-РНК, счи-
тываемой с отдельной рамки. Кроме того, выявле-
но снижение продукции HBsAg и секретируемой
ДНК ВГВ. Из этого следует, что действие сайтспе-
цифичных нуклеаз в регионе pre-core/core факти-
чески нарушает образование РНК ВГВ с несколь-
ких кодирующих регионов ккзДНК, существенно
подавляет репликацию ВГВ и продукцию вирус-
ных частиц.

Уровни ккзДНК после лентивирусной транс-
дукции CRISPR/Cas9 снижались на 30%–70% в
зависимости от использованной модели. Мы на-
блюдали значительно более сильное снижение
уровней ккзДНК ВГВ, чем описано ранее – Ra-
manan с соавт. [14] регистрировали снижение пу-
ла ккзДНК на 70 ± 7% через 21 сутки после тран-
сдукции.

Известно, что, наряду с деградацией ккзДНК,
нуклеазы системы CRISPR/Cas9 могут вносить
разрывы, которые репарируются по пути HR и
NHEJ с формированием мутаций, сдвигающих
или не сдвигающих рамки считывания [28]. Счи-
тается, что ингибирование пути NHEJ приводит к
активации системы HR и наоборот. Таким обра-
зом, теоретически, действие NU7026 будет спо-
собствовать репарации ккзДНК по бесшовному
механизму HR либо приводить к деградации
ккзДНК, в то время как RI-1 будет усиливать ча-
стоту мутаций по типу вставок/делеций. Извест-
ны случаи использования низкомолекулярных
соединений для повышения эффективности ге-
нетического редактирования с помощью нуклеаз
CRISPR/Cas9 [23, 29]. Но никто не исследовал,
как изменяются уровни ккзДНК ВГВ при одно-
временном действии CRISPR/Cas9 и ингибито-
ров NHEJ/HR. По результатам нашего исследо-
вания подавление активности путей NHEJ/HR
репарации DSBs способствует снижению уровней
ккзДНК на 70–89% при обработке NU7026 и на
58–94% при обработке RI-1. Обработка клеток

смесью этих соединений не давала синергетиче-
ского эффекта (снижение на 47–74%).

Из работы Seeger с соавт. [28] известно, что зна-
чительная доля мутаций, индуцируемых CRISPR/
Cas9 в ккзДНК ВГВ, не влияет на транскрипцию и
репликацию вируса. Наиболее вероятно, что при
подавлении активности NHEJ/HR CRISPR/Cas9
более эффективно блокирует транскрипцию ви-
русного генома за счет образования сложных му-
таций, вносимых в ккзДНК. Снижение уровней
ккзДНК при использовании NU7026 и RI-1 мо-
жет происходить за счет подавления образования
ккзДНК de novo (снижения репликации вируса)
или за счет усиленной деградации ккзДНК под
действием CRISPR/Cas9.

Несмотря на многообещающие данные по
влиянию двух исследованных нами соединений,
NU7026 и RI-1, на уровни ккзДНК, при обработ-
ке NU7026 происходило устойчивое увеличение
секреции HBsAg ВГВ; при этом уровни ДНК ВГВ
в культуральной среде при использовании CRISPR/
Cas9 снижались. Вирионы ВГВ заключены в обо-
лочку, на поверхности которой экспонирован бе-
лок S, а внутренний капсид содержит кчдДНК.
Таким образом, увеличение продукции HBsAg
при действии CRISPR/Cas9 совместно с NU7026
не связано с усилением продукции вирионов (со-
держащих ДНК ВГВ). Увеличение продукции
HBsAg может быть обусловлено особенностями
моделей трансгенных клеток, а именно с усиле-
нием транскрипции мРНК белка S, экспрессия
которой происходит с отдельного промотора, или
с усилением экспорта вирусных частиц из клетки.
В целом, это можно рассматривать как нежела-
тельный эффект молекулы NU7026. Связано ли
усиление продукции HBsAg с особенностями
именно NU7026 или это эффект, общий для всех
ингибиторов пути NHEJ, при действии CRISPR/
Cas9, еще предстоит выяснить.

Работа выполнена при поддержке гранта РНФ
№ 16-15-10426.
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SMALL MOLECULE INHIBITORS OF DNA DOUBLE STRAND BREAK 
REPAIR PATHWAYS INCREASE THE ANTI-HBV ACTIVITY OF CRISPR/Cas9

А. P. Kostyusheva1, D. S. Kostyushev1, *, S. A. Brezgin1, 2, D. N. Zarifyan1,
E. V. Volchkova3, V. P. Chulanov1, 3

1 Central Research Institute of Epidemiology, Federal Service for the Oversight of Consumer Protection and Welfare,
Moscow, 111123 Russia

2 National Research Center—Institute of Immunology, Federal Medical-Biological Agency of the Russian Federation,
Moscow, 115478 Russia

3 Sechenov Moscow State Medical University, Moscow, 119048 Russia
*e-mail: dk@rcvh.ru

CRISPR/Cas9 nuclease system can effectively suppress replication of hepatitis B virus (HBV), while cova-
lently closed circular DNA (cccDNA), a highly resistant form of the virus, persists in the nuclei of infected
cells. The most common outcome of DNA double strand breaks following cccDNA nucleolytic cleavage is
double strand break repair by non-homologous end-joining which results in insertion/deletion mutations.
Modulation of DNA double strand break repair pathways by small molecules was shown to stimulate CRIS-
PR/Cas9 activity and can be potentially utilized to enhance elimination of HBV cccDNA. In this paper, we
used inhibitors of homologours (RI-1) and non-homologous (NU7026) end-joining and their combination
to stimulate antiviral activity of CRISPR/Cas9 at two cell models of HBV in vitro, HepG2-1.1merHBV with
HBV genome under tet-on regulated cytomegalovirus promoter and HepG2-1.5merHBV with constitutive
expression of HBV RNA under wild-type promoter. Treatment of cells with RI-1 or NU7026 after lentiviral
transduction of CRISPR/Cas9 drops the levels of cccDNA compared to DMSO-treated control. RI-1 and
NU7026 resulted in 5.0–6.5 times more significant reduction in HBV cccDNA compared to mock-control.
In conclusion, inhibition of both homologous and non-homologous DNA double strand break repair path-
ways increases elimination of HBV cccDNA by CRISPR/Cas9 system in vitro and can potentially be utilized
as a therapeutic approach to eliminate cccDNA in vivo and treat chronic hepatitis B.

Keywords: CRISPR/Cas9, hepatitis B virus, covalently closed circular DNA, lentiviral transduction, HR,
NHEJ, DNA double strand breaks
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