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Вирус гепатита В (ВГВ) вызывает одно из распространенных инфекционных заболеваний – хрониче-
ский гепатит В. Во всем мире в контакте с ВГВ находятся около 2 млрд. человек, при этом до 250 млн
хронически инфицированы. У пациентов с хронической инфекцией и сопутствующими заболева-
ниями, прием лекарственных препаратов может приводить к резкому усилению репликации вируса –
реактивации инфекции, часто с развитием декомпенсации печени и летальным исходом. Механиз-
мы реактивации инфекции в основном связаны с подавлением иммунного надзора и активацией
провирусных сигнальных каскадов. Определение механизмов реактивации ВГВ-инфекции необхо-
димо для рационального использования лекарственных средств и снижения смертности пациентов
с хронической формой инфекции. Нами впервые изучена роль вирусного белка НВх в реактивации
ВГВ. На модели метилированной рекомбинантной формы генома ВГВ выявлена возможность ре-
активации вируса из транскрипционно-неактивного состояния, а также изучена возможность реак-
тивации инфекции под действием генотоксических соединений (доксорубицин, пероксид водоро-
да) и препаратов таргетной терапии (сунитиниб, бортезомиб). Показано, что НВх дикого типа и, в
большей степени, мутированная форма этого белка без сигнала ядерного экспорта потенцирует ре-
пликацию вируса и способствует его реактивации. Впервые показана возможность реактивации
ВГВ из транскрипционно-неактивного состояния. Доксорубицин и пероксид водорода вызывают
реактивацию ВГВ как на модели транскрипционно-активной, так и неактивной формы генома
ВГВ. Сунитиниб вызывает слабую реактивацию ВГВ, тогда как бортезомиб не вызывает реактива-
ции вируса на моделях in vitro.

Ключевые слова: ATM, ATR, Chk1/2, кольцевая ковалентно-замкнутая ДНК, вирус гепатита В, ви-
русная нагрузка, повреждение генома, противоопухолевые препараты, коморбидность
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ВВЕДЕНИЕ
Хронический гепатит В (ХГВ) – одно из распро-

страненных инфекционных заболеваний, смерт-
ность от исходов которого превышает 1 млн человек
в год [1] – вызывается вирусом гепатита В (ВГВ).
Полное излечение ХГВ при использовании совре-
менных противовирусных препаратов невозможно.
В редких случаях при длительном приеме проти-

вовирусных препаратов может происходить серо-
конверсия по антигенам ВГВ, сопровождаемая
подавлением вирусной репликации и снижением
вирусной нагрузки с помощью иммуноопосредо-
ванных механизмов [2]. Снижение вирусной ре-
пликации ассоциировано со значительным умень-
шением рисков развития гепатоцеллюлярной кар-
циномы и цирроза печени [1, 3].
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При лечении пациентов с ХГВ либо со скры-
той формой ХГВ с сопутствующими заболевани-
ями прием лекарственных препаратов часто
приводит к реактивации инфекции – резкому
увеличению уровней репликации вируса [4–7].
Последствия такой реактивации могут варьиро-
вать от бессимптомных до фатальной декомпен-
сации функции печени. В этой связи для сниже-
ния/предотвращения нежелательных реакций и
снижения смертности пациентов с ХГВ и сопут-
ствующими заболеваниями необходим монито-
ринг маркеров ВГВ-инфекции и рациональное
назначение лекарственных средств. Понимание
вирусологических основ реактивации ВГВ-ин-
фекции при приеме различных препаратов поз-
волит подбирать нужные препараты и определять
оптимальные стратегии лечения подобных паци-
ентов, тем самым сводя к минимуму риски небла-
гоприятных исходов.

Вирусный белок HBx является основным фак-
тором, ответственным за регуляцию репликации
ВГВ в зараженных клетках. Белок HBx участвует в
инициации и поддержании транскрипции всех ви-
русных РНК с матриц кольцевой ковалентно за-
мкнутой ДНК (ккзДНК) ВГВ [8]. В зараженных
клетках HBx локализуется как в ядре, так и в цито-
плазме. Преимущественная локализация белка
определяется уровнем экспрессии HBx и, соответ-
ственно, уровнями вирусной репликации. Низкий
уровень HBx в клетке способствует ядерной лока-
лизации белка, при среднем уровне белок распре-
делен равномерно по клетке, в то время как при
высоких значениях вирусной репликации HBx ло-
кализуется преимущественно в цитоплазме [9, 10].
В активации вирусного цикла принимают участие
как цитоплазматическая, так и внутриядерная фор-
мы HBx, причем обе формы вносят практически
одинаковый вклад в активацию транскрипции с
ккзДНК [9].

НВх осуществляет многофакторную регуля-
цию транскрипции ккзДНК, главным образом, за
счет разрушения комплекса SMC5/6 (structural
maintenance of chromosomes 5/6 ) [11] и ремодели-
рования хроматина, ассоциированного с ккзДНК
[12]. HBx связывает Е3-содержащую убиквитин-
лигазу DDB1, тем самым способствуя убиквитини-
рованию SMC5/6, что, в свою очередь, приводит к
деградации комплекса. В отсутствие HBx либо при
нарушении взаимодействия HBx с DDB1 происхо-
дит восстановление комплексов SMC5/6, которые
связываются с ккзДНК и блокируют транскрип-
цию вирусного генома. Другой механизм актива-
ции вирусного цикла белком HBx в ядре – эпиге-
нетическое ремоделирование хроматина ккзДНК
за счет привлечения факторов, вызывающих об-
разование эухроматина (гистоновых деацетилаз
HDAC1 и Sirt1, ацетилтрансфераз p300, CBP, PCAF,
а также ряда факторов транскрипции, включая
E2F1) [13]. Усиление транскрипции ВГВ цито-

плазматическим HBx связано с активацией ряда
сигнальных путей. За счет C-концевого региона
HBx проявляет тропность к мембране митохон-
дрий (значительная часть цитоплазматического
HBx связывается с митохондриями) [14]. В ре-
зультате HBx вызывает образование значительного
количества активных форм кислорода, которые
вносят одноцепочечные и двухцепочечные разры-
вы в ДНК инфицированной клетки и активируют
сигнальные пути, участвующие в репарации ДНК,
включая сигнальный путь АТМ/ATR [15]. Извест-
но, что повреждение генома и кислородный стресс
влияют на репликацию многочисленных вирусов
[16–18].

Белки ATM (ataxia telangiectasia mutated) и ATR
(ataxia telangiectasia and Rad3-related) принадле-
жат к семейству фосфоинозитид-3-киназа-зави-
симых киназ и являются ключевыми регулятора-
ми ответа на повреждение ДНК. Мишенями АТМ
и ATR служат в том числе факторы прохождения
клеточного цикла – киназы контрольных точек 1
и 2 (Chk2, Chk1, checkpoint kinase 2 и 1) соответ-
ственно. Впервые роль ATR в репликации ВГВ
показали Zhao и соавт. [19, 20]. В частности, пока-
зано, что усиление репликации ВГВ происходит за
счет ATR-зависимого фосфорилирования Chk1,
p53 и Н2АХ. Кроме того, Kim и соавт. [15] показа-
ли, что цитоплазматический НВх индуцирует об-
разование активных форм кислорода в клетке,
активируя АТМ и вызывая фосфорилирование
Chk2. Недавно нашей группой показано, что хи-
миотерапевтический препарат доксорубицин, а
также пероксид водорода усиливают транскрип-
цию АТМ и ATR и вызывают многократное уси-
ление репликации ВГВ [21]. Помимо этого, Luo и
соавт. впервые обнаружили участие пути ATR-
Chk1 в ключевом этапе поддержания персистен-
ции вируса – образовании ккзДНК ВГВ из пред-
шественника. Подавление образования ATR и
Chk1 снижало формирование ккзДНК. В послед-
ней работе, посвященной данной проблеме, Luby-
ova и соавт. [22] показали, что химиотерапевтиче-
ские лекарственные препараты активируют путь
АТМ-Chk2, вызывая фосфорилирование корового
белка ВГВ (HBcAg), увеличение инкапсидирова-
ния прегеномной РНК ВГВ и образование про-
межуточных форм генома.

В целом, возможность реактивации ВГВ-ин-
фекции при действии различных препаратов
остается малоизученной. Известна возможность
реактивации вируса при воздействии иммуносу-
прессоров, антрациклинов (доксорубицин, эпи-
рубицин) и распространенных химиопрепаратов,
а также ритуксимаба и других препаратов, разру-
шающих В-клетки, ингибиторов фактора некроза
опухолей-α, ингибиторов тирозинкиназ, ингиби-
торов кальцинейрина (циклоспорин, такролимус),
использовании антиметаболитов (азатиоприн, 6-
меркаптопурин, метотрексат), ингибиторов кон-
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трольных точек иммунного ответа PD1/PD1-L/CT-
LA4 (ниволумаб, пембролизумаб, ипимумаб). За-
регистрированы также единичные случаи реакти-
вации при применении ряда препаратов прямого
противовирусного действия для лечения инфек-
ции, вызванной вирусом гепатита С. Описаны
различные механизмы, посредством которых в
реактивации вируса участвуют разные группы
препаратов. В целом, можно выделить два ос-
новных механизма: подавление иммунного от-
вета и повреждение клеточного генома человека
с активацией провирусных сигнальных путей. Ча-
стота реактивации, вызываемой разными группа-
ми препаратов, может варьировать от нескольких
процентов до 50–70% [23]. Тем не менее, возмож-
ность реактивации ВГВ под действием большин-
ства традиционных химиотерапевтических пре-
паратов до сих пор не анализировали.

К серологическим факторам риска реактивации
инфекции относятся: наличие HBsAg, HBeAg в сы-
воротке крови, высокая вирусная нагрузка (уровни
ДНК ВГВ в сыворотке крови >10000 МЕ/мл) и
уровни анти-HBc-антител (≥6.41 МЕ/мл) [23]. Из-
вестно, что высокая вирусная нагрузка является
одним из факторов риска реактивации ВГВ-ин-
фекции, однако роль НВх, основного регулятора
вирусной транскрипции, а также цитоплазмати-
ческой и ядерной форм белка НВх в реактивации
ВГВ-инфекции, фактически не изучена.

В нашей работе изучено влияние белка HBx
дикого типа и белка HBxNESM с ядерной лока-
лизацией (мутация в сигнале ядерного экспорта,
NES (nuclear exportation signal) нарушает выход
белка в цитоплазму) [24] на реактивацию ВГВ-
инфекции при действии ДНК-повреждающих
агентов (доксорубицин, пероксид водорода) и
препаратов таргетной терапии (ингибитор тиро-
зинкиназ сунитиниб, ингибитор протеасом бор-
тезомиб).

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Получение рекомбинантной ккзДНК и метили-
рованной рекомбинантной ккзДНК. Рекомбинант-
ная ккзДНК (рккзДНК) ВГВ получена с исполь-
зованием технологии “minicircle” в системе бак-
териальной рекомбинации ZYCY10P3S2T E. сoli,
как показано ранее [25], и выделена с помощью
коммерческого набора MaxiPrep Plasmid Kit
(“QIAGEN”, ФРГ). рккзДНК метилировали с по-
мощью M.SssI CpG-метилтрансферазы (“СибЭн-
зим”, Россия) в соответствии с инструкцией про-
изводителя. рккзДНК (1 мг) инкубировали с
M.SssI CpG-метилтрансферазой при 37°C в тече-
ние 30 мин с последующей очисткой набором
Qiagen PCR purification kit (“QIAGEN”, ФРГ).
Метилирование ккзДНК подтверждали путем ре-
стрикционного анализа с использованием чувстви-

тельной к метилированию рестриктазы Hpa II, как
показано ранее [26].

Культивирование клеток человека. Линию кле-
ток HepG2 культивировали в среде DMEM с высо-
ким содержанием глюкозы (4.5 г/л) с добавлением
10% фетальной сыворотки крупного рогатого ско-
та (FBS), 2 мкМ L-глутамина и 1% пеницилли-
на/стрептомицина. Клетки рассевали в культураль-
ные планшеты до достижения ~60% конфлуентно-
сти ко дню трансфекции. Клетки трансфицировали
с помощью реагента Lipofectamine3000 (“Thermo
Fisher Scientific”, США), как описано ранее [21],
плазмидой, кодирующей одну из форм белка HBx
(HBx, addgene #65463; HBxNESM, addgene #24932)
либо контрольной плазмидой, не кодирующей
HBx, и рккзДНК в соотношении 1 : 1.

Обработка клеток. Через 48 ч после трансфек-
ции, клетки обрабатывали препаратами либо пе-
роксидом водорода в течение 1 ч в концентраци-
ях, указанных в табл. 1. После инкубации в тече-
ние 1 ч клетки дважды промывали фосфатным
буфером и добавляли полную культуральную среду.

Выделение нуклеиновых кислот. Нуклеиновые
кислоты выделяли с помощью набора AmpliSens
Riboprep (“AmpliSens”, Россия) в соответствии с
инструкциями производителя на 4 сут после транс-
фекции. Для анализа ккзДНК нуклеиновые кисло-
ты обрабатывали T5 экзонуклеазой (“New En-
gland Biolabs”, США) в течение 60 мин при 37°C с
инактивацией фермента при 70°C в течение 20 мин.

ПЦР-анализ. Количественную полимеразную
цепную реакцию (кПЦР) в режиме реального
времени проводили с использованием флуорес-
центных зондов TaqMan. В образце нуклеиновых
кислот анализировали ДНК ВГВ. В образце, обра-
ботанном T5 экзонуклеазой, определяли ккзДНК
ВГВ. Праймеры для амплификации ДНК и
ккзДНК ВГВ использовали согласно [27, 28].
Уровни ДНК ВГВ и ккзДНК нормировали на
уровни ДНК β-глобина человека. Относительные
уровни рассчитывали с помощью метода ΔΔCt.

Иммунохимический анализ. Клетки HepG2 рас-
саживали в культуральные планшеты с покров-
ными стеклами. В конечной точке эксперимента
клетки фиксировали 4%-ным раствором пара-
формальдегида в течение 10 мин, после чего от-

Таблица 1. Концентрация веществ, использованных в
работе

Вещество Концентрация

Доксорубицин 0.2 мкM
Н2О2 0.4 мМ
Сунитиниб 1.25 мкM
Бортезомиб 50 нМ
ДМСО 1.25 мкM
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мывали 3 раза Трис-гидрохлоридом (50 мМ, рН
8.0) с последующей инкубацией в течение 30 мин
в блокирующем буфере (0.02% Тритон Х-100, 10%
лошадиная сыворотка, 150 мМ NaCl в растворе
Трис-гидрохлорида (50 мМ, рН 8.0). Далее стек-
ла инкубировали с первичными поликлональ-
ными кроличьими анти-НВх-антителами (Abcam
ab39716, Великобритания) в течение 1 ч при ком-
натной температуре, затем стекла отмывали
3 раза в течение 10 мин отмывочным буфером
(0.02% Тритон Х-100, 200 мМ NaCl в растворе
Трис-гидрохлорида (50 мМ, рН 8.0) и инкубиро-
вали со вторичными анти-кроличьими антитела-
ми козы, конъюгированными с меткой Alexa Flu-
or 594 (Abcam ab150080) и реактивом для окраши-
вания ядер Hoechst33342 (Abcam ab228551) при
комнатной температуре в течение 1 ч. Стекла за-
ключали в среду Fluoroshield (Abcam ab104135).
Визуализацию проводили на флуоресцентном
микроскопе Leica DMI6000 с иммерсионными
объективами ×100. Работу проводили с использо-
ванием оборудования ЦКП ИБР им. Н.К. Коль-
цова РАН.

Статистический анализ. Статистическую обра-
ботку данных проводили в программе GraphPad
Prism 7 с помощью t-критерия Стьюдента. Разли-
чия считали значимыми при р < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Сверхэкспрессия HBx и HBxNESM усиливает цикл 

вируса гепатита В
Первым этапом изучения влияния HBx на ре-

активацию ВГВ-инфекции при воздействии раз-
личных препаратов стала оценка влияния НВх и
мутированной формы НВх на репликацию ВГВ
per se.

Для оценки отличий в клеточной локализации
НВх клетки HepG2 трансфицировали плазмида-
ми, кодирующими один из белков HBx (HBx ди-
кого типа либо HBxNESM), а также рккзДНК.
Через 48 ч после трансфекции проводили имму-
ноцитохимический анализ распределения белка
НВх в клетках HepG2 (рис. 1а). Как и ожидалось,
белок дикого типа распределен по ядру и цито-
плазме клеток, в то время как белок с мутантным
сигналом ядерного экспорта NES (HBxNESM)
локализовался исключительно в ядре и не детек-
тировался в цитоплазме (рис. 1а).

Далее с помощью ПЦР-анализа уровней сум-
марной внутриклеточной ДНК ВГВ и ккзДНК на
модели рккзДНК изучены эффекты HBx и HBx-
NESM на репликацию ВГВ (рис. 1б). Показано,
что оба вида белка НВх вызывают значительное
увеличение уровней ДНК ВГВ (НВх – в ~2.5 раза
и HBxNESM – в ~7 раз) и ккзДНК ВГВ (НВх – в
~14 раз и НВхNESM – в ~9 раз) (рис. 1б). Белок
HBxNESM вызывал более значимое увеличение

уровней ДНК ВГВ, чем НВх дикого типа, но менее
существенно повышал уровни ккзДНК (рис. 1б).
Следовательно, НВх дикого типа и НВхNESM
усиливают репликацию ВГВ, но с неодинаковой
выраженностью.

Белок НВх усиливает реактивацию ВГВ-инфекции 
при действии генотоксических агентов

Далее было изучено влияние HBx дикого типа
и HBxNESM на реактивацию ВГВ при действии
генотоксических агентов (доксорубицина –докс,
и пероксида водорода – Н2О2) и препаратов тар-
гетной терапии (сунитиниба – Сун, и бортезоми-
ба – Борт). Таргетные препараты широко исполь-
зуются в терапии онкологических заболеваний,
однако механизм их действия основан не на пря-
мом повреждении генома, как в случае геноток-
сических агентов, а на блокаде отдельных сиг-
нальных путей.

С этой целью клетки, трансфицированные
плазмидой НВх, НВхNESM либо некодирующей
плазмидой, а также рккзДНК, обрабатывали со-
единениями в выбранных концентрациях. Кон-
трольный образец обрабатывали раствором диме-
тилсульфоксида (ДМСО).

Обработка клеток доксорубицином, перокси-
дом водорода либо сунитинибом приводила к уве-
личению уровней ДНК и ккзДНК ВГВ в ~2–7 раз
(рис. 2а–в). Напротив, бортезомиб снижал пара-
метры ВГВ (рис. 2г). В условиях сверхэкспрес-
сии НВх либо HBxNESM уровни реактивации
ВГВ были значительно выше при использовании
генотоксических агентов (рис. 2а, б). Уровни
ккзДНК/ДНК ВГВ увеличивались в ~40–200 раз
при обработке доксорубицином и пероксидом
водорода в клетках с гиперпродукцией НВх/HBx-
NESM (рис. 2а, б), в то время как сунитиниб при-
водил к ~4–5-кратному увеличению уровней
ДНК ВГВ (рис. 2в). В контрольной группе с бор-
тезомибом отмечено снижение вирусной ре-
пликации, однако в условиях сверхэкспрессии
НВх/HBxNESM бортезомиб индуцировал ~2–5-
кратное увеличение уровней ДНК и ккзДНК ВГВ
(рис. 2г). Повышение уровней вирусной реплика-
ции при использовании препаратов таргетной те-
рапии совместно с НВх было сопоставимым с
действием НВх с ДМСО (рис. 1, рис. 2в, г).

Таким образом, сверхэкспрессия различных
форм HBx потенцирует реактивацию ВГВ-ин-
фекции при действии генотоксических агентов.
Сунитиниб слабо влияет на реактивацию ВГВ,
бортезомиб не вызывает реактивации ВГВ in vitro.



МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ  том 56  № 5  2022

БЕЛОК НВх ПОТЕНЦИРУЕТ РЕАКТИВАЦИЮ ВИРУСА ГЕПАТИТА В 787

Реактивация транскрипционно-неактивной 
метилированной ккзДНК ВГВ

Основная форма генома ВГВ, ккзДНК, в ходе
патогенеза ХГВ и при приеме различных препа-
ратов [29] подвергается различным эпигенетиче-
ским модификациям, таким как модификация
гистонов и метилирование ДНК [30]. Метилиро-
вание ккзДНК снижает транскрипцию и подавляет
репликацию ВГВ. Действительно, гиперметилиро-
вание ккзДНК приводит к снижению образования

прегеномной РНК ВГВ на >90% [26]. Криптиче-
ская транскрипционно-неактивная ккзДНК может
служить своего рода депо для восстановления ви-
русной репликации и реактивации ВГВ-инфек-
ции. Особенно это касается пациентов с низкими
либо недетектируемыми уровнями вирусных
маркеров (ДНК ВГВ), и с анти-HBc-антителами
(маркером контакта организма с ВГВ). Вместе с
этим, возможность реактивации транскрипцион-
но-неактивной формы генома ВГВ ранее не была

Рис. 1. Влияние HBx и HBxNESM на репликацию ВГВ. а – Иммуноцитохимическое выявление белка HBx (красное
свечение). Ядра окрашены красителем Hoescht33324 (синее свечение). б – Относительные уровни внутриклеточной
ДНК ВГВ (черные столбцы) и ккзДНК ВГВ (серые столбцы) при действии HBx либо HBxNESM на модели с рккзДНК
по данным ПЦР в реальном времени. Нормирование проведено на уровни ДНК β-глобина человека. Планки погреш-
ностей соответствуют стандартным отклонениям. Уровни значимости: +p < 0.05; Δp < 0.01; οp < 0.005; *p < 0.001.
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исследована. В данной работе впервые изучена
возможность реактивации репликации гиперме-
тилированного генома вируса при действии раз-
личных форм НВх-белка, а также и при действии
генотоксических агентов и препаратов для тар-
гетной терапии (б).

Нами показано, что увеличение репликации
гиперметилированной рккзДНК ВГВ (~трех-
кратное повышение уровней ккзДНК) происхо-
дит только при использовании НВх дикого типа
(рис. 3). HBxNESM не вызывает статистически
значимого увеличения уровней вирусных интер-
медиатов.

В рамках данной работы впервые выявлена
возможность реактивации гиперметилированной

рккзДНК ВГВ под действием генотоксических
агентов (рис. 4а, б). Доксорубицин не влиял на
уровни ДНК ВГВ, однако вызывал увеличение
уровней ккзДНК в ~5.5 раз. Обработка перокси-
дом водорода повышала уровни как ДНК ВГВ, так
и ккзДНК ВГВ в ~4 раза (рис. 4б).

С другой стороны, среди препаратов таргетной
терапии только бортезомиб незначительно увели-
чивал уровни ДНК ВГВ (рис. 4г). Реактивация ви-
русной репликации происходила только при про-
дукции белка НВх дикого типа и действии гено-
токсических соединений. Совместное действие
сунитиниба либо бортезомиба с НВх не усиливало
репликацию ВГВ в сравнении с действием инди-
видуальных факторов (рис. 3, рис. 4в, г). При

Рис. 2. Влияние белков HBx на реактивацию ВГВ-инфекции под действием генотоксических агентов и препаратов для
таргетной терапии. Уровни репликации ВГВ при действии доксорубицина (а), пероксида водорода (б), сунитиниба (в)
и бортезомиба (г). ДНК ВГВ и ккзДНК анализировали с помощью ПЦР в реальном времени. Контроль – клетки,
трансфицированные рккзДНК; Докс, Н2О2, Сун, Борт – клетки, трансфицированные рккзДНК и обработанные со-
ответствующим агентом. Планки погрешностей соответствуют стандартным отклонениям. *p < 0.05; **p < 0.01; ***p <
< 0.005; ****p < 0.001.
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экспрессии HBxNESM уровни вирусных марке-
ров не отличались от уровней в образцах, обра-
ботанных химическим агентом. Наиболее зна-
чительная реактивация (вплоть до 100-кратного
увеличения ккзДНК) происходила при одновре-
менной продукции НВх и обработке генотокси-
ческими соединениями (рис. 4а, б).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Реактивацию ВГВ можно купировать с помо-

щью современных препаратов прямого противо-
вирусного действия [31]. Тем не менее, у пациен-
тов с хронической формой инфекции нередко
возможны тяжелые либо даже смертельные по-
следствия реактивации ВГВ. По различным дан-
ным смертность при реактивации ВГВ может ва-
рьировать от 0–20 до >50% [31]. Нами изучена
роль ключевого фактора транскрипции ВГВ –
белка НВх – в реактивации ВГВ генотоксически-
ми препаратами и препаратами таргетной тера-
пии. Белок НВх необходим для инициации и под-
держания репликации ВГВ. Взаимодействуя с
ккзДНК в ядре, НВх активирует транскрипцию
вирусных РНК. В цитоплазме НВх активирует пу-
ти трансдукции сигналов, способствующие вирус-
ной репликации, включая пути выживания клет-
ки, метаболизма, пролиферации и транскрипции.
HBx взаимодействует более чем со 100 различны-
ми белками в клетке [32]. Поскольку цитоплазма-
тический НВх индуцирует образование активных
форм кислорода и повреждение генома клетки,
этот белок может также стимулировать реплика-
цию ВГВ за счет активации путей репарации по-
вреждений ДНК (например, АТМ и ATR) [21].
Вместе с этим, роль НВх в реактивации ВГВ до
сих пор оставалась неизученной. В данной работе
впервые показано, что белок НВх может значи-
тельно потенцировать реактивацию ВГВ-ин-
фекции, причем потенцирование происходит
при использовании как НВх дикого типа, так и
НВхNESM (рис. 2а, б). Интересно, что усиление
реактивации наблюдается только при действии
НВх с генотоксическими агентами, в то время как
потенцирования действия препаратов таргетной
терапии не происходит (рис. 2в, г). Последнее
указывает не только на различия в механизмах ре-
активации препаратами разных групп, но и поз-
воляет предположить существование особенно-
стей влияния НВх на жизненный цикл ВГВ в из-
мененных условиях функционирования клеток.

Как отмечено выше, существуют два принци-
пиальных механизма реактивации ВГВ: за счет
подавления иммунного ответа (кортикостерои-
ды, ритуксимаб, ингибиторы фактора некроза
опухолей-α и др.) и индукции вирусной реплика-
ции в инфицированных клетках, главным обра-
зом за счет активации путей репарации повре-
ждений ДНК (доксорубицин, винкристин, цис-

платин, бусульфан, циклофосфамид и др.) [33].
Тем не менее, возможность реактивации ВГВ за
счет непосредственного воздействия большин-
ства лекарственных препаратов с установленным
иммуносупрессорным действием на инфициро-
ванные клетки не изучали.

Ряд препаратов таргетной терапии, включая
ингибиторы протеасом и ингибиторы тирозинки-
наз, имеют средний (от 1 до 10%) риск реактива-
ции ВГВ у хронически инфицированных пациен-
тов [19]. В отличие от генотоксических соединений
(доксорубицин и пероксид водорода), которые ин-
дуцируют выраженную реактивацию ВГВ-инфек-
ции (рис. 2), препарат таргетной терапии бортезо-
миб не вызывает реактивацию ВГВ, только суни-
тиниб слабо увеличивает репликацию вируса
(рис. 2в, г). Реактивация ВГВ под действием ге-
нотоксических соединений связана с активацией
сигнальных каскадов АТМ и ATR. В то же время
механизмы действия препаратов таргетной тера-
пии до сих пор не изучены.

Сунитиниб – мультитаргетный ингибитор ти-
розинкиназ. Мишенью сунитиниба служат ре-
цепторы фактора роста эндотелия сосудов, FMS-
подобной тирозинкиназы-3 и колониестимули-
рующего фактора [34]. Помимо этого, сунитиниб
оказывает миелосупрессорное действие за счет
подавления активности c-kit [35]. Предполагает-
ся, что механизмом реактивации ВГВ при дей-
ствии сунитиниба как раз и является миелосу-
прессорная активность. Вместе с этим, на модели
клеток in vitro нами впервые показана слабая ре-

Рис. 3. Влияние белков НВх на репликацию тран-
скрипционно-неактивной рккзДНК. Планки по-
грешностей соответствуют стандартным отклонени-
ям. *p < 0.001. Км – контрольный образец с метилиро-
ванной рккзДНК ВГВ.
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активирующая активность сунитиниба (рис. 2в).
Следовательно, сунитиниб может вызывать реак-
тивацию ВГВ-инфекции у пациентов с хрониче-
ским гепатитом В как за счет миелосупрессорных
эффектов, так и за счет прямого воздействия на
ВГВ-инфицированные клетки. Ранее показали,
что сунитиниб вызывает повреждение ДНК и
увеличивает образование фокусов γ-H2AX (мар-
керов разрывов ДНК) в клетках, а также незначи-
тельно усиливает экспрессию ATM и ATR [21, 22],
что может стимулировать жизненный цикл виру-
са. Кроме того, сунитиниб вызывает остановку
клеточного цикла в фазе G1/S за счет увеличения

экспрессии фактора транскрипции DEC1 [23].
Известно, что прекращение деления клеток, ин-
фицированных ВГВ, способствует накоплению
ккзДНК ВГВ в клетках и увеличению вирусной
репликации [36]. Определение механизмов про-
вирусного действия сунитиниба требует дальней-
ших исследований.

Бортезомиб – ингибитор протеасом и антине-
опластический агент, используемый при множе-
ственной миеломе и некоторых лимфомах. Бор-
тезомиб также негативно влияет на функции В-
клеток и плазматических клеток, включая ВГВ-
специфичные [19]. Обработка бортезомибом

Рис. 4. Реактивация транскрипционно-неактивной метилированной ккзДНК ВГВ. Уровни ДНК ВГВ и ккзДНК ВГВ
при обработке клеток с метилированной рккзДНК доксорубицином (а), пероксидом водорода (б), сунитинибом (в) и
бортезомибом (г). Планки погрешностей соответствуют стандартным отклонениям. *p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.005;
****p < 0.001.
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культивируемых клеток in vitro не вызывала реак-
тивации ВГВ. Напротив, нами отмечено сниже-
ние параметров вирусного цикла, особенно уров-
ней ккзДНК ВГВ (рис. 2г). С использованием в
качестве модели трансгенных мышей Bandi и со-
авт. показали, что бортезомиб значительно сни-
жает (около 90%) параметры вирусного цикла
[24], что согласуется с нашими данными. Возмож-
ными механизмами снижения вирусного цикла
могут быть увеличение времени жизни вирусной
полимеразы за счет блокады протеасомной дегра-
дации и ускорение инкапсидирования прегеном-
ной РНК ВГВ. С другой стороны, влияние бор-
тезомиба на вирусный цикл в работе Bandi и со-
авт. было дозозависимым: при этом средняя доза
(1 мг/кг) подавляла вирусный цикл, а высокая
(5 мг/кг) оказывала провирусное действие [24].
Описано также увеличение уровней HBx в клетке,
вызванное действием других ингибиторов проте-
асом [37–39], за счет блокирования протеасомно-
го разрушения НВх, что может приводить к уве-
личению вирусного цикла, объясняя провирус-
ное действие высоких доз бортезомиба.

Один из наименее изученных аспектов вирусно-
го гепатита В – эпигенетическая гетерогенность
внутриядерного пула ккзДНК, основной формы
генома ВГВ, и возможность реактивации/восста-
новления репликации вируса из транскрипцион-
но-инактивированного состояния [40]. Эти аспек-
ты приобретают особую актуальность в связи с раз-
работкой методов эпигенетического подавления
активности ккзДНК и других перспективных под-
ходов к функциональному излечению ХГВ [41,
42]. Молекулы ккзДНК содержат три–четыре ка-
нонических островка CpG, которые служат ми-
шенями для ДНК-метилтрансфераз. В зависимо-
сти от стадии заболевания и вирусологических
особенностей при ХГВ выявляют молекулы
ккзДНК с разной степенью метилирования. Ме-
тилирование ккзДНК ассоциировано со сниже-
нием вирусной репликации, частой конверсией
ВГВ по HBeAg, в целом, оно ассоциировано с бо-
лее низкой вирусной нагрузкой [30]. В нашей ра-
боте впервые установлена возможность восста-
новления вирусной репликации белком НВх из
гиперметилированного состояния генома ВГВ.
Экспрессия белка НВх дикого типа более чем в
3 раза увеличивала уровни ккзДНК (рис. 3). Бо-
лее 10 лет назад было показано, что внутриядерный
НВх связывается с минихромосомами ккзДНК и
эпигенетически активирует транскрипцию виру-
са [12]. Однако возможность активации тран-
скрипции гиперметилированной (транскрипци-
онно-неактивной) ккзДНК белком НВх не изуча-
ли. Мы впервые показали, что внутриядерный
белок HBxNESM не вызывает активацию вирус-
ной репликации, в то время как НВх дикого типа
способствует восстановлению цикла ВГВ (рис. 3).
Эти данные указывают на то, что восстановление

репликации из гиперметилированного состояния
ккзДНК может быть связано не с прямым взаи-
модействием НВх с минихромосомами, а с акти-
вацией цитоплазматических провирусных каска-
дов. Кроме того, впервые показана возможность
реактивации ВГВ из гиперметилированного со-
стояния при воздействии генотоксических агентов
(рис. 4а, б). Подобная реактивация потенцируется
только белком НВх дикого типа (рис. 4а, б).

Известно, что после разрешения острой ВГВ-
инфекции ккзДНК может сохраняться в гепато-
цитах человека в течение всей жизни. Отсутствие
активной вирусной инфекции в таких случаях
объясняют развитием иммунологического кон-
троля и подавлением активности ккзДНК [43].
Действительно, у лиц с ослабленным иммунитетом
и историей острой ВГВ-инфекции в анамнезе воз-
можна реактивация инфекции, обусловленная ак-
тивацией транскрипции остаточной ккзДНК [44].
Наши результаты впервые указывают на возмож-
ность реактивации транскрипционно-неактивной
ккзДНК под действием генотоксических агентов,
что может иметь существенное значение для лече-
ния лиц с историей инфекции ВГВ (определяется
по наличию анти-HBc-антител).

В заключение следует отметить, что реактива-
ция ВГВ-инфекции остается актуальной пробле-
мой современного здравоохранения. Определе-
ние спектра лекарственных препаратов и меха-
низмов реактивации инфекции необходимо для
снижения частоты нежелательных побочных яв-
лений и смертности при лечении лиц с историей
ВГВ-инфекции.

Работа выполнена при поддержке Российско-
го фонда фундаментальных исследований (№ 20-
515-12010 и № 20-015-00442).
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Hepatitis B virus (HBV) can cause chronic hepatitis B, one of the most widespread infectious diseases.
Worldwide estimates suggest that over 2 billion people are affected by HBV, with over 250 million people de-
veloping chronic infection. Patients with chronic infection during the treatment of comorbidities may devel-
op abrupt increase of viral replication – HBV reactivation, leading to liver decompensation and, in some cas-
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es, death. Mechanisms of HBV reactivation occur mostly due to suppression of antiviral immune response
and activation of intracellular pro-viral signaling. Defining the mechanisms of HBV reactivation is necessary
for the rational use of drugs and reducing mortality of patients with chronic infection. In this study, for the
first time we studied the effects of HBx protein on HBV reactivation, described reactivation of HBV from
transcriptionally inactivated state at the model of methylated recombinant genome of HBV, and investigated
HBV reactivation upon treatment with genotoxic agents (doxorubicin, hydrogen peroxide) and targeted drug
therapies (sunitinib, bortezomib). We report that both wild type HBx protein and, to a greater extent, a mu-
tant form of HBx protein without nuclear exportation signal, potentiate viral replication and promote HBV
reactivation. For the first time, we demonstrate that HBV can reactivate from transcriptionally inactivated ge-
nomic form. Doxorubicin and hydrogen peroxide induce HBV reactivation both at the model of transcrip-
tionally active and at the model of transcriptionally silenced viral genome. Sunitinib weakly reactivates HBV,
while bortezomib does not affect HBV replication in vitro.

Keywords: ATM, ATR, Chk1/2, cccDNA, HBV DNA, viral load, DNA damage, anticancer therapies, co-
morbidities
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