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(57) Реферат:

Группа изобретений относится к области
медицины, а именно к биотехнологии и генной
инженерии, и может быть использована для
получения системы для АРОВЕС/AID-
опосредованной и/или UNG-опосредованной
деградации ДНК вируса гепатита В. Система для
АРОВЕС/AID-опосредованной и/или UNG-
опосредованнойдеградацииДНКвируса гепатита
В, включает слитый белок dCas9-Х, где dCas9
представляет собой мутантный белок Cas9,
лишенный эндонуклеазной активности, а Х
представляет собой эффекторный белок,
выбранный из кор-белка ацетилтрансферазы
человека p300 или VP48, VP64, VP160, VP192 и
p65HSF1, и (ii) РНК-проводники, специфичные к
регуляторным элементам одного или нескольких
генов цитидиндезаминаз APOBEC/AID человека

и/или гена урацил-ДНК-гликозилазы UNG
человека, где указанные РНК-проводники
используются для привлечения dCas9 к указанным
регуляторным элементам. Группа изобретений
также относится к применению заявленной
системыдляАРОВЕС/AID-опосредованной и/или
UNG-опосредованной деградации ДНК вируса
гепатита В. Использование данной группы
изобретения обеспечивает активацию генов
цитидиндезаминаз APOBEC/AID и/или урацил-
ДНК-гликозилазыUNGчеловека с обеспечением
дезаминирования цитозиновых оснований
вирусной ДНК с последующей эксцизией
образующихся урациловыхостатков, деградацией
вирусной ДНК и элиминацией ее из клеток
человека, в частности, гепатоцита. 2 н. и 3 з.п. ф-
лы, 3 табл., 8 ил.
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(54) SYSTEM FOR ACTIVATING HUMAN APOBEC/AID CYTIDINE DEAMINASES AND/OR HUMAN
URACIL-DNA-GLYCOSYLASEUNGANDITSUSEFORELIMINATINGCCCDNAOFHEPATITISBVIRUS
FROM HUMAN CELLS, PARTICULARLY HEPATOCYTES
(57) Abstract:

FIELD: medicine.
SUBSTANCE: group of inventions refers to

medicine, namely to biotechnology and genetic
engineering, and can be used to produce a system for
APOBEC/AID-mediated and/or UNG-mediated DNA
degradation of hepatitis B virus. A system for APOBEC/
AID-mediated and/or UNG-mediated DNAdegradation
of hepatitis B virus, includes fused protein dCas9-X,
where dCas9 is a mutant Cas9 protein lacking
endonuclease activity, and X is an effector protein
selected from a human acetyl transferase cor-protein
p300 or VP48, VP64, VP160, VP192 and p65HSF1,
and (II) RNA-conductors specific to regulatory elements
of one or more human APOBEC/AID cytidine

deaminases genes and/or human uracil-DNA
glycosylase gene, wherein said RNA-conductors are
used to attract dCas9 to said regulatory elements. Group
of inventions also relates to use of the declared system
for APOBEC/AID-mediated and/or UNG-mediated
DNA degradation of hepatitis B virus.

EFFECT: using this group of invention provides for
the activation of APOBEC/AID cytidine deaminase
genes and/or human uracil-DNA glycosylase with
provision of deamination of cytosine bases of viral DNA
with subsequent excision of formed uracil residues,
degradation of viral DNA and its elimination from
human cells, particularly hepatocyte.

5 cl, 3 tbl, 8 dwg
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Область техники:
Изобретение относится к области медицины, биотехнологии и генной инженерии, а

именно к системе для воздействия на ДНК вируса гепатита В, обеспечивающей ее
деградациюи элиминациюиз организма пациента, а также к применению такой системы
для деградации вирусной ДНК и ее элиминации из клеток пациента, в частности, из
гепатоцитов.

Уровень техники:
Вирус гепатита В (ВГВ, HBV), представитель семейства гепаднавирусов

(Hepadnaviridae), представляет собой небольшой, оболочечный, двуцепочечный ДНК-
содержащий вирус, образующий особую форму ДНК в ядре инфицированных клеток,
так называемую кольцевую ковалентно-замкнутую ДНК (ккзДНК), которая, наряду
с внутриклеточной ДНК вируса и прегеномной РНК (пгРНК), персистирует в
инфицированном гепатоците, присутствуя в нем в форме минихромосомы (эписомы,
упакованной в гистоновые белки) (Newbold J.E., Xin H. et al., 1995 [1]). КкзДНК HBV
служит матрицей для транскрипции всех вирусных РНК, включая пгРНК, из которой
образуется кольцевая частично-двуцепочечнаяДНК (кчдДНК), основнаяформа генома
ВГВ в вирионе. HBV – гепатотропный вирус, инфицирует в основном гепатоциты,
связываясь с NTCP (Na+-таурохолат ко-транспортирующий пептид), транспортером
желчных кислот, который используется HBV для высокоаффинного связывания и
проникновения в клетку (Glebe D., Bremer C.M., 2013 [2]; Yan, H., Zhong, G. et al., 2012
[3]), однако показано, что ВГВ также способен персистировать в лимфоцитах, эпителии
желчных путей, эндотелии сосудов, а также в клетках поджелудочной железы, почек и
костного мозга (Joshi at al., 2018 [4]). Инфицирование HBV может вызвать острый или
хронический гепатит B, одно из самых распространенных инфекционных заболеваний
в мире. HBV считается «скрытным» вирусом, который слабо распознается
внутриклеточной иммунной системой, и может избегать иммунного надзора (Mutz P.
et al., 2018 [5]). Таким образом, HBV обычно не индуцирует мощного противовирусного
иммунного ответа. Традиционная терапия вирусного гепатита B, включающая
применение аналогов нуклеот(з)идов, таких как ламивудин и энтекавир, имеет
ограниченный терапевтический потенциал ввиду того, что указанные аналоги
нуклеотидов (нуклеозидов) не оказывают действия на вирусную ккзДНК, длительная
персистенция которой в клетках печени имеет исход в цирроз печени и/или в
гепатоцеллюлярную карциному (Zeisel M.B., Lucifora J. et al., 2015 [6]). Применяемая
для лечения вирусного гепатита В интерферонотерапия, включающая использование
интерферонов, в том числе, пегилированных, также имеет свои ограничения, поскольку
существует ряд противопоказаний к интерферонотерапии (например,
декомпенсированный цирроз печени). Кроме того, около 70% пациентов не отвечают
на терапию интерферонами (Janssen HL, van Zonneveld M et al., 2005 [7]).

В связи с этим, остается актуальной разработка новых подходов к терапии
хронического гепатита B, который позволял бы воздействовать на ккзДНК ВГВ,
персистирующую в клетках человека, в частности, в гепатоцитах.

Воснове предлагаемой врамкахнастоящего изобретения технологии лежатпринципы
работы системы CRISPR/Cas9 - системы сайт-специфичных ДНК-нуклеаз. В недавних
работах CRISPR/Cas9 нуклеазы были генетически видоизменены, что сделало их
пригодными для активации транскрипции целевых генов. К наиболее эффективным и
специфичным относится подход по использованию химерного Cas9 белка, dCas9,
лишенного нуклеазной активности (nuclease-dead), генетически слитого с каталитической
субъединицей гистоновой ацетилтрансферазы р300 или доменами активации
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транскрипции VP16 вируса простого герпеса в виде тетрамера VP64, который
коэкспрессируют с комплексом MS2-p65-HSF1 (Konermann S. et al., 2015 [7]).
Соответственно, dCas9-p300 или dCas9-VP64/MS2-p65-HSF1 привлекаются к
регуляторным элементам целевых генов с помощьюРНК-проводника или набора РНК-
проводников, специфичных к указанным регуляторным элементам, что приводит к
активации транскрипции целевых генов (Hilton I.B. et al., 2015 [9], Рис. 1В). Указанные
технологии не имеют ограничений, свойственных для систем гиперэкспрессии кДНК.
Ранние поколения систем активации dCas9 приводили к низкой активации транскрипции
генов или были вовсе неэффективны (Perez-Pinera P et al., 2013 [10]). На сегодняшний
день слитые белки dCas9-p300 и dCas9-VP64/MS2-p65-HSF1 являются самыми
действенными активаторами эндогенной транскрипции с уровнями активации
транскрипции, варьирующими от 2 до тысячекратной активации в большинстве линиях
клеток (Chavez A, TuttleM et al., 2016 [11]). Уровни активации наиболее высоки в условиях
репрессированного эпигенетического контекста, т.е. если базальные уровни экспрессии
низкие. Наоборот, активация менее эффективна в случае, если ген экспрессируется на
высоком базальном уровне. Большинство интерферон-стимулированных генов (к
которым относятся и семейство APOBEC/AID-дезаминаз) слабо активируются в ответ
на HBV (Morikawa K, Shimazaki T et al., 2016 [12]). Более того, действие цитокинов, таких
как интерфероны, при гепатите В часто блокировано на уровне прохождения сигнала
(Рис. 1А) (Christen V, Duong F et al., 2007 [13]). Кроме того, недавно было
продемонстрировано, что агонист рецепторалимфотоксина-β такжеможет активировать
APOBEC3B и вызывать специфичную деградацию ккзДНК HBV. Тем не менее, его
использование при гепатите B осложняется влиянием пути лимфотоксина в развитии
гепатоцеллюлярной карциномы, воспаления и индукции апоптоза. (Haybaeck J, Zeller N
et al., 2009 [14]). Важно отметить, что эндогенная активация транскрипции с помощью
CRISPR/dCas9 высокоспецифична (см. работу [8], Рис. 1D), при этом активация
транскрипции с помощью CRISPR/dCas9 систем может обеспечиваться при помощи
единой молекулы РНК-проводника и единого слитого белка dCas9-X, где Х – белок-
эффектор, например, p300, VP64 и так далее. Тем самым, наблюдаемые при эндогенной
активации генов эффектыможно уверенно относить к bona fide эффектам целевых генов.
Одними из специфических и прямых эффекторных интерферон-стимулированных генов
являютсяпредставители семейства цитидиндезаминазAPOBEC/AID, включаяAPOBEC3A
иAPOBEC3B, осуществляющихдезаминирование остатков цитидина в вирусной ккзДНК
до урацила (Lucifora J. et al., 2014 [20]; Hoopes JI, Cortez LM et al., 2016 [15]). В дополнение
к этому, показано, что дезаминазы APOBEC3G (Turelli P, Mangeat B et al., 2004 [16]) и
AID (Qiao Y, Han X et al., 2016 [16]) также проявляют анти-HBV активность.

С момента разработки стратегии активации транскрипции с помощью dCas9 в 2013
году Perez-Pinera P et al., 2013 [10] известно о нескольких примерах успешного
использования стратегии по активации эндогенной транскрипции с помощью dCas9. В
работе [10] авторы продемонстрировали, что факторы вирусной рестрикции в клетках
человека можно эффективно индуцировать при помощи систем dCas9. В этой работе
также высказано мнение, что новые поколения систем dCas9 открывают совершенно
новые перспективы для изучения эффектов индивидуальных генов на репликацию
вирусов или на протекание латентной инфекции. В статье Hal P. Bogerd et al., 2015 [18]
система dCas9-VP64/MS2-p65-HSF1 была использована для индукции противовирусных
эффекторов APOBEC3G и APOBEC3B в клетках человека, инфицированных РНК-
содержащим вирусом – вирусом иммунодефицита человека (ВИЧ-1). Однако в работах
[10] и [18] не рассматривается воздействие систем, использующих dCas9, на геномДНК-
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содержащих вирусов, к которым относится и вирус гепатита В.
В 2017 году Klann T.S. et al. выполнили масштабный скрининг функциональных

регуляторных элементов в геноме человека, используя dCas9-KRAB репрессор и dCas9-
p300 активатор транскрипции и библиотеки одиночных РНК-проводников для
идентификации регуляторных элементов генов интереса в сайтах, гиперчувствительных
к ДНКазе I (Klann T.S. et al., 2017 [19]). В дополнение к этому, стратегии по сайт-
специфической активации и репрессии транскрипции с использованием dCas9 помогли
идентифицировать ранее неизвестные регуляторные элементы генов по всему геному.
Кроме того, стратегии по активации эндогенной транскрипции с помощью dCas9
применялись для управления фенотипом раковых клеток (Braun CJ et al., 2016 [20]),
определения генов, ответственных за устойчивость к лекарственнымпрепаратам (Carlos
le Sage et al., 2017 [21]), а также транскрипционного репрограммирования клеток (Chavez
A et al., 2015 [11]).

В работе Lucifora J. et al., 2014 [23] было показано, что транскрипция генов дезаминаз
APOBEC3A и APOBEC3B активируется под действием интерферона α, а также при
активации рецепторов лимфотоксина β, при этом дезаминазыAPOBEC3A иAPOBEC3B
действуют напрямую на ккзДНК, вызывая дезаминирование остатков цитозина в
ккзДНК (см. фигуру 6D на стр. 1227 работы [23], а также комментарий к фигуре 6D на
стр. 1226 указанной работы). В то же время, согласно работе [23], дезаминазы
APOBEC3AиAPOBEC3Bне привлекаются кДНКгенома клетки за счет взаимодействия
с кор-антигеном вируса (HBcAg). Следовательно, внецелевые эффекты APOBEC3A и
APOBEC3B, включающие дезаминирование цитозиновых оснований в ДНК генома
человека, а также связанные с этим генотоксические и промутагенные эффекты
APOBEC3A и APOBEC3B, не характерны при активации APOBEC3A/3B дезаминаз и
инфекции HBV.

Согласно работе [23], рецепторы лимфотоксина β активировали при помощи
тетравалентного биспецифического антитела BS1 (Hu X., Zimmerman M.A. et al., 2013
[24]) и бивалентного моноклонального анти-LTβR антитела CBE11 (LukashevM., LePage
D. et al., 2006 [25]). Рецепторы интерферона α в работе [23] активировали при помощи
интерферона α. Таким образом, Lucifora J. et al., 2014 [23] не используют для активации
транскрипции генов дезаминазAPOBEC3AиAPOBEC3BРНК-проводники, специфичные
к генам указанных дезаминаз или к регуляторным элементам указанных генов.

Кроме того, прямой анализ генотоксических эффектов APOBEC/AID дезаминаз в
работе [23] не проводился. В дополнение к этому, в работе Sajeda Chowdhury et al., 2013
[26] ранее было показано, что дезаминаза AID и урацил-ДНК-гликозилаза UNG
действуют сообща, усиливая противовирусные эффекты на ккзДНК, тогда как
подавление активности урацил-ДНК-гликозилазы UNG с помощью специфического
ингибитора урацил-ДНК-гликозилазы (UGI), согласно данной работе, напротив,
полностью аннулировало снижение ккзДНК, вызванное активацией AID. Помимо
этого, в работе Sebastien Landry et al., 2011 [27] было показано, что цитидиндезаминаза
АРОВЕС3А вызывает повреждение вирусной ДНК за счет активности урацил-ДНК-
гликозилазы UNG, основной гликозилазы клетки, которая необходима для
распознавания в цепях ДНК остатков урацила, образующихся при дезаминировании
остатков цитозина, и их эксцизии, в результате чего происходит деградация вирусной
ккзДНК.Такимобразом, активация урацил-ДНК-гликозилазывдополнение к активации
транскрипции дезаминаз APOBEC/AID может усиливать противовирусное действие в
отношении вируса гепатита В и приводить к деградации вирусной ккзДНК,
персистирующей в инфицированной клетке, в частности, в гепатоците.

Стр.: 6

RU 2 703 532 C1

5

10

15

20

25

30

35

40

45



В опубликованной патентной заявке США US 2016/0317677 A1, 03.11.2016 (МПК:
A61K 38/46, A61K 48/00) [28], поданной от имени The Broad Institute Inc. (US),Massachusetts
Institute of Technology (US) и The Rockefeller University (US), описана рассматриваемая в
качестве ближайшего аналога заявляемого изобретения система, применимая для
воздействия на целевую последовательность нуклеиновой кислоты, например, на
целевую последовательность ДНК вируса, такого как вирус гепатита B.

Система [28] включает в себя белок Cas9, предпочтительно, Cas9, лишенный
эндонуклеазной активности, т.е. dCas9, не обязательно генетически слитый с доменом
активации транскрипции, таким как VP64, и РНК-проводники, специфичные к целевой
последовательности нуклеиновой кислоты. В некоторых вариантах осуществления
технического решения [28] целевая последовательность может представлять собой
высоко консервативный сайт ДНК вируса гепатита B.

Заявка [28] при этом отмечает, что целевая последовательность ДНК, на которую
направлены РНК-проводники, может представлять собой последовательность
интерферонзависимого гена, например, гена APOBEC 3A, APOBEC 3B и т.д. Молекула
РНК-проводника при этом может представлять собой единый РНК-проводник.

Несмотря на высказываемые в заявке [28] утверждения о возможности воздействия
на вируснуюккзДНКиобеспечения ее деградацииприпомощивышеописанной системы,
включающей РНК-проводники, специфичные к генам APOBEC 3A, APOBEC 3B или к
иныминтерферонзависимымгенам, данныйдокументнеприводитпримеров воздействия
на ккзДНК вируса гепатита В при помощи Cas9 белка, лишенного нуклеолитической
активности (dCas9), и РНК-проводников, специфичных к генам дезаминаз APOBEC, то
есть способных связываться с указанными генами и привлекать к ним dCas9. При этом,
согласно заявке [28], воздействие на ккзДНК вируса гепатита В с обеспечением ее
деградации осуществляли при помощи РНК-проводников, специфичных к высоко
консервативным участкам генома вируса гепатита В (см. [28], абзацы описания [1299]
– [1300]), тогда как возможность воздействия на ккзДНК вируса гепатита B за счет
активации генов инфицированных клеток человека, таких как урацил-ДНК-гликозилазы
и/или дезаминазы APOBEC/AID, осуществляемой при помощи систем, включающих
dCas9 и РНК-проводники, специфичные к генам дезаминазAPOBECи/или к гену урацил-
ДНК-гликозилазы UNG, в заявке [28] не показана. Кроме того, заявка [28] в принципе
не упоминает возможность воздействия на ккзДНКвируса гепатитаBпутем активации
генов иных дезаминаз, чемAPOBEC3AиAPOBEC3B (например, дезаминазыAPOBEC3G
и APOBEC/AID). Также заявка [28] в принципе не рассматривает возможность
воздействия на ккзДНКвируса гепатита B (обеспечения деградации вирусной ккзДНК)
путем активации гена урацил-ДНК-гликозилазы (UNG).

Следовательно, сохраняет свою актуальность задача расширения арсенала средств
воздействия на ккзДНК вируса гепатита В, использующих преимущества систем на
основе сайт-специфичных ДНК-нуклеаз CRISPR/dCas9, содержащих белок Cas9,
лишенный эндонуклеазной активности, т.е. dCas9, и направляющих dCas9 РНК-
проводников, специфичных к генам APOBEC/AID дезаминаз и/или урацил-ДНК-
гликозилаз UNG, которые бы обеспечивали деградацию вирусной ккзДНК,
персистирующей в инфицированной клетке человека, такой как гепатоцит, или
интегрированной в геном клетки человека, такой как гепатоцит, и элиминацию ккзДНК
из инфицированной клетки, в частности, такой как гепатоцит, что позволит, в свою
очередь, предотвратить исход хронической HBV инфекции (хронической персистенции
вируса гепатита B в организме пациента) в цирроз печени и/или в гепатоцеллюлярную
карциному, и, таким образом, могли бы быть использованы для лечения вирусного

Стр.: 7

RU 2 703 532 C1

5

10

15

20

25

30

35

40

45



гепатита B.
Поставленная выше задача решается созданной в рамках настоящего изобретения

системой, включающей:
(i) слитый белок dCas9-Х, где dCas9 представляет собой мутантный белок Cas9,

лишенный эндонуклеазной активности, а Х представляет собой эффекторный белок,
выбранный из кор-белка ацетилтрансферазы человека p300 или из VP48, VP64, VP160,
VP192 и p65HSF1, и

(ii) РНК-проводники, специфичные крегуляторнымэлементамодного илинескольких
генов цитидиндезаминаз человека (APOBEC/AID) и/или гена урацил-ДНК-гликозилазы
человека (UNG).

В наиболее предпочтительных вариантах осуществления настоящего изобретения,
dCas9, без ограничения, представляет собоймутантный белокCas9 Streptococcus pyogenes,
лишенный эндонуклеазной активности. В других наиболее предпочтительных вариантах
осуществления настоящего изобретения, также без ограничения, dCas9 представляет
собой мутантный белок Cas9 II типа, лишенный эндонуклеазной активности, например
(без ограничения), мутантный Cas 9 II типа из Streptococcus thermophilus, Cas9 Neisseria
meningitidis или Cas9 Staphylococcus aureus.

В предпочтительных вариантах осуществления изобретения, РНК-проводники
направлены на регуляторные элементы генов APOBEC/AID и/или UNG, а именно, на
промоторы и/или энхансеры указанных генов, при этом указанные РНК-проводники
образованыпервой нуклеотидной последовательностью, специфичной к регуляторному
элементу гена APOBEC/AID и/или UNG, такому как промотор и/или энхансер
соответствующего гена, то есть способной связываться с указанным регуляторным
элементом, и второй нуклеотидной последовательностью, фланкирующей первую
нуклеотиднуюпоследовательность с 3'-конца и представляющую собой РНК-шпильку,
способную направлять белок dCas9-X к указанному регуляторному элементу.

В наиболее предпочтительных вариантах осуществления изобретения, без
ограничения, указанная первая нуклеотидная последовательность представляет собой
мотив из 19-20 нуклеотидов, комплементарных целевой последовательности
регуляторного элемента в геноме клеток человека, тогда как указанная вторая
нуклеотиднаяпоследовательностьпредставляет собойшпилечнуюструктуру, способную
связывать белок dCas9-X и направлять к целевой последовательности, и специфичную
для каждого вида организма, из которого был получен белокCas9 (Streptococcus pyogenes
или другой Cas9 белок II типа).

Заявляемая в рамках настоящего изобретения система, охарактеризованная выше,
обеспечивает ряд технических результатов, в том числе:

(а) обеспечивает более высокую степень деградации ккзДНК, а также других стадий
жизненного цикла вируса гепатита В и более высокую степень элиминации указанных
стадийжизненного цикла вируса из инфицированной клетки, в частности, из гепатоцита,
при отсутствии внецелевых эффектов;

(б) обеспечивает уменьшение уровня секретируемой вирусной ДНК;
(в) обеспечивает расширение арсенала средств элиминации ккзДНК и других стадий

жизненного цикла вируса гепатита B из инфицированной клетки, в которой вирус
персистирует, в частности, из инфицированного гепатоцита;

(г) обеспечивает сокращение сроков элиминации ккзДНКидругих стадийжизненного
цикла вируса гепатита B (в первую очередь, пгРНК) из инфицированной клетки, в
частности, из инфицированного гепатоцита и, как следствие, сокращение сроков терапии.

Технические результаты (а) – (г) достигаются за счет того, что предлагаемая в
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соответствии с настоящим изобретением система активирует собственную систему
APOBEC/AID-дезаминаз и урацил-ДНК-гликозилаз клетки человека (гепатоцита или
иной клетки), при этом активированные APOBEC/AID-дезаминазы и урацил-ДНК-
гликозилазыобеспечивают дезаминирование цитозиновыхоснований вирусной ккзДНК
и последующую ее деградацию.

Следствием этого становится обеспечиваемая настоящим изобретением элиминация
ДНК вируса гепатита B, включая ккзДНК, из инфицированной клетки, в частности, из
гепатоцита и, как следствие, возможность предотвратить исход хронической
персистенции вируса гепатита B в цирроз печени или в гепатоцеллюлярную карциному.

Также в рамках настоящего изобретения заявляется применение системы,
включающей слитый белок dCas9-Х и РНК-проводники, специфичные к регуляторным
элементам одного или нескольких генов APOBEC/AID и/или UNG, для активации
цитидиндезаминазыAPOBEC/AIDчеловека или урацил-ДНК-гликозилазыUNGчеловека
и для APOBEC-опосредованной и UNG-опосредованной деградации ДНК вируса
гепатита В гепаднавируса, персистирующей в клетке указанного человека, в частности,
в гепатоците; при этом также достигаются, как будет показано в примерах,
иллюстрирующих настоящее изобретение, технические результаты (а) – (г).

Список сокращений:
HBV (ВГВ) – вирус гепатита В
A3A – цитидиндезаминаза APOBEC3A
A3B - цитидиндезаминаза APOBEC3B
A3G - цитидиндезаминаза APOBEC3G
AID - цитидиндезаминаза AID
UNG – урацил-ДНК-гликозилаза (Uracil-DNA Glycosylase)
мРНК – матричная РНК
pgRNA (пгРНК) – прегеномная РНК
S-RNA (S-РНК) – РНК HBs-антигена
cccDNA (ккзДНК) – кольцевая ковалентно замкнутая ДНК
NGS – секвенирование нового поколения (Next Generation Sequencing)
HBcAg – кор-антиген вируса гепатита В (Hepatitis B core Antigen)
Краткое описание фигур:
Фигура 1 – Принципиальная схема активации генов АРОВЕС/AID-дезаминаз с

помощью систем dCas9-опосредованной активации транскрипции. (А) Преимущества
dCas9-опосредованной активации транскрипции перед традиционными методами
активации АРОВЕС/AID-дезаминаз с помощью различных цитокинов; (В) Принцип
работы dCas9-опосредованной активации транскрипции; (С)Строение активирующего
химерного белка dCas9p300; (D) Данные по специфичности действия dCas9p300 и
dCas9p300mut с помощью РНК-секвенирования (согласно Hilton IB et al., Nature
Biotechnology 2015 [9]).

Фигура 2 – РНК-проводники к промоторам генов семейства APOBEC/AID
(APOBEC3A, APOBEC3B, APOBEC3G, AID) и UNG. Синим цветом обозначены
промоторы генов, красным – гены APOBEC/AID, зеленым – участки посадки РНК-
проводников.

Фигура 3 – Активация транскрипции целевых генов APOBEC/AID и UNG на
определенный час после трансфекции. (А-E) Активация транскрипции целевых генов
(APOBEC3A, APOBEC3B, APOBEC3G, AID, UNG) при действии dCas9p300 (p300) или в
контрольной группе при трансфекции dCas9p300mut (mut). Планки погрешностей
соответствуют стандартным отклонениям.
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Фигура 4 – Эффекты APOBEC/AID на цикл вируса гепатита B. (А) Противовирусная
активность APOBEC3A и APOBEC3B при ко-трансфекции в клетки HepG2; (B)
Противовирусное действие AID; (C): APOBEC3G при ко-трансфекции в клетки HepG2;
(D) Противовирусное действие APOBEC/AID и UNG при ко-трансфекции в клетки
HEK293T (a – APOBEC3A; b – APOBEC3B; aid – AID; g – APOBEC3G; ung – UNG; au –
AID и UNG), номера обозначают РНК-проводник, использованный для воздействия
на промотор гена; (E) Анализ цитотоксичности APOBEC/AID на клетках HepG2-
1.1merHBV и HEK293T. Примечания: pgRNA– прегеномная РНК HBV; S-RNA – S-РНК
HBV; mut – dCas9p300mut; *, o – значимые отличия при p<0.05. Планки погрешностей
соответствуют стандартным отклонениям.

Фигура 5 –Эффекты активацииAPOBEC/AID-дезаминаз на циклHBVна стабильных
линиях клеток. (A) Действие APOBEC3A (A3A), APOBEC3B (A3B), APOBEC3G (A3G) и
AID на транскрипцию HBV (пгРНК, S-RNA) при действии dCas9p300 или мутантной
формы dCas9p300mut на клетках HepG2-1.1merHBV и (B) HepG2-1.5merHBV; (C)
Изменение уровней ккзДНК при активации APOBEC/AID-дезаминаз на моделях
трансфекции HepG2 рекомбинантной ккзДНК, трансфекции HepG2-1.1 и HepG2-1.5, на
графиках показаны уровни ккзДНК относительно β-глобина генома; 3D-ПЦР анализ
уровней дезаминирования ккзДНКпри активацииAPOBEC/AID-дезаминаз в сравнении
с контролем при амплификации с высокоспецифичной Q5-полимеразой (D) или TaqF-
полимеразой (E); (F) Результаты NGS-секвенирования CpG-богатого региона ккзДНК
после активацииA3A (APOBEC3A), A3B (APOBEC3B) илиAID в сравнении с контролем
(reference) демонстрируют большое число G-to-A и C-to-T замен для A3A и A3B, и
большое числоG-to-A замен дляAID; (G) Крупные делеции (>50 – более 50 нуклеотидов,
10<D<50 – от 10 до 50 нуклеотидов, 3<D<10 – от 3 до 10 нуклеотидов), детектируемые
в ккзДНК при активации A3A, A3B и AID. Планки погрешностей соответствуют
стандартным отклонениям;(H) Результатымикроэррэй анализа транскриптома клеток
HepG2-1.1merHBV после активации APOBEC3A, APOBEC3B, AID и APOBEC3G.

Фигура 6 – Обширное дезаминирование ккзДНК HBV в образцах клеток HepG2-
1.1merHBV на 7-е сутки после трансфекции систем активации транскрипции генов
APOBEC/AID. (A): Частота мутаций матриц ккзДНКHBV в группах по активацииА3А,
А3В, A3G, AID, одновременной активацииA3A иA3B и в контрольном образце (Control),
coverage означает число прочтений образца с качеством прочтений Q>20, данные
представлены как частота мутаций на 1000 прочтений образца; (B): Сумма всех замен
G->A и C->T в экспериментальных группах на 1000 прочтений; (С): Сравнительный
анализ наиболее частыхмутаций в экспериментальных группах, цвет колонкиобозначает
тип мутации.

Фигура 7 - Ландшафт дезаминирования CpG-богатого региона ккзДНК HBV в
экспериментальных группах после активации геновAPOBEC/AID. Совокупная частота
замен G->A и C->T (ось ординат) в последовательности ккзДНК HBV длиной 213
нуклеотидов (ось абсцисс).

Фигура 8 –Оценка генотоксического действия методом анализа длины комет (Ostling
O., Johanson K., 1984 [29]; Tice R., Agurell E. et al., 2000 [30]). Результаты количественного
анализа изменения параметра доли ДНК в хвосте кометы (А), момента хвоста (В),
длины хвоста (С). (D) Флуоресцентные фотографии комет в группах по активации
транскрипции APOBEC3A, APOBEC3B, APOBEC3G, AID, негативных контролях
dCas9p300+nc и dCas9p300mut+nc и положительномконтроле, обработанномпероксидом
водорода (K с Н2О2); Примечание: nc – некодирующий РНК-проводник. Планки
погрешностей соответствуют стандартным отклонениям.
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Материалы и методы:
Культуры клеток
Клетки гепатомы человека HepG2, HepG2-1.1merHBV и HepG2-1.5merHBV

(предоставлены проф. Dieter Glebe, Университет Гиссена, Германия) или HEK293T
культивировали в среде DMEM с высоким (4,5 г/л) содержанием глюкозы (Thermo Fisher
Scientific), 1% раствора пенициллина/стрептомицина, 1% раствора L-глутамина, 10%
фетальной бычьей сыворотки (Gibco) при 370С (5% СО2). Клетки HepG2-1.1merHBV до
трансфекции активировали доксициклином (100 нг/мл) в течение 24 часов, после чего
клетки дважды промывали фосфатным буфером. Клетки HepG2 или HEK293T ко-
трансфицировали плазмидой, кодирующей геномHBV, ПЦР-продуктом, кодирующим
РНК-проводник, и плазмидой dCas9p300 илимутантнойформойплазмидыdCas9p300mut
без ацетилтрансферазной активности (Рис. 1С).

Дизайн РНК-проводников и синтез ПЦР-продуктов
Мишень в геноме ВГВ была подобрана с использованием сервиса Broad Institute

Genetic Perturbation Platform (http://portals.broadinstitute.org) и программы Geneious 7.1.9
(https://www.geneious.com)ПЦР-продукт сU6-промотором, кодирующийРНК-проводник,
получали при помощи двухэтапного мутагенного ПЦР с высокоточной полимеразой
Q5 (NewEngland Biolabs), с проведением амплификации с плазмиды pLX-sgRNA (Addgene
plasmid #50662). РНК-проводник содержит мишень в геноме ВГВ и шпильку,
необходимую для распознавания белком Streptococcus pyogenes Cas9.

Трансфекция
Клеточные линии HepG2 и HEK293T были ко-трансфицированы с помощью

полиэтиленимина плазмидами pCH9-1.1MerHBV и pcDNA-dCas9-p300 Core либо pcDNA-
dCas9-p300 Core (D1399Y), а также ПЦР-продуктами, кодирующими РНК-проводники
к промоторным регионам целевых генов под контролем промотора U6. Плазмида
pCH9-1.1merHBV содержит трансген геномаHBV генотипаD субтипа aywпод контролем
цитомегаловирусного промотора (предоставлено Dieter Glebe, Гиссен, Германия).
pcDNA-dCas9-p300 Core (Addgene #61357) кодирует каталитическую субъединицу
ацетилтрансферазы р300 (аминокислоты 1048-1664). pcDNA-dCas9-p300 Core (D1399Y)
(Addgene #61358) содержит инактивирующую мутацию, внесение которой приводит к
блокированиюацетилтрансферазной активности белка.Клетки линииHepG2-1.1MerHBV
и HepG2-1.5 MerHBV рассаживали в 6-луночные планшеты с плотностью 50-60% и
трансфицировали плазмидой pcDNA-dCas9-p300 либо pcDNA-dCas9-p300 Core (D1399Y)
иПЦР-продуктами с помощьюреагента Lipofectamine3000 по протоколу производителя.
Клетки линии HepG2 трансфицировали плазмидами pcDNA-dCas9-p300 либо pcDNA-
dCas9-p300 Core (D1399Y), ПЦР-продуктами и рекомбинантной ккзДНК по
аналогичному протоколу.

Анализ цитотоксичности методом колориметрии
Изменение пролиферации клеток HepG2-1.1merHBV или HEK293T при активации

APOBEC/AID дезаминаз проводили с помощью набора для оценки пролиферации и
жизнеспособности по запатентованной технологии восстановления хромогенного
субстрата делящимися клетками (Cell cytotoxicity assay, Abcam Biochemicals, ab112118)
по протоколу производителя. Клетки рассаживали в 96-луночные планшеты с 30-40%
плотностью, трансфицировали клетки HepG2-1.1merHBV с помощью реагента
Lipofectamine3000, клетки HEK293T с помощью полиэтиленимина. Клетки HepG2-
1.1merHBVилиHEK293Tпромывали на 2 или 1 сутки после трансфекции, соответственно.
Анализ цитотоксичности проводили на 3 сутки после трансфекции. Измерение
оптическогопоглощенияпроизводилинапланшетном спектрофотометре iMark (BioRad).
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Выделение нуклеиновых кислот
Выделение нуклеиновых кислот проводили с помощью набора AmpliSens «РИБО-

преп» по протоколу производителя, добавляя лизирующий буфер непосредственно к
клеткам после удаления среды и двукратного промывания фосфатным буфером. Для
выделения прегеномной РНК HBV, нуклеиновые кислоты обрабатывали ДНКазой I
типа без РНКазной активности (Thermo Fisher Scientific) в течение 30 мин при 37С0,
после чего РНКперевыделяли с помощьюнабораAmpliSens «РИБО-преп» и проводили
постановку обратной транскрипции с помощью набора AmpliSens «РЕВЕРТА-L». Для
выделения ккзДНК HBV, ДНК обрабатывали в течение 12 ч ферментом Plasmid-safe
ATP-dependent DNase (Epicentre) при 37С0 для разрушения всех форм ДНК, кроме
ккзДНК, с последующей инактивацией фермента в течение 30 мин при 70С0.

Полуколичественная ПЦР
Полуколичественный ПЦР-анализ проводили со специфическими праймерами и

зондами TaqMan или с интеркалирующим флуоресцентным красителем SybrGreen на
прегеномнуюРНКHBV, S-РНКHBV, мРНКAPOBEC3A, APOBEC3B, APOBEC3G, AID,
UNG, GAPDH, ДНК ВГВ, β-глобина генома, ккзДНК ВГВ (см. Список праймеров и
зондов) на приборах RotorGene6000.

Таблица 1. Праймеры и зонды для анализ противовирусной активности.

ПоследовательностьТипМишень
5’-CCGTGTGCACTTCGCTTCA-3’ (SEQ ID NO: 1)Прямой

ккзДНК 5’-GCACAGCTTGGAGGCTTGA-3’ (SEQ ID NO: 2)Обратный
(FAM) 5’-CATGGAGACCACCGTGAACGCCC-3’ (BHQ1) (SEQ ID NO: 3)Зонд

5’-GGTCCCCTAGAAGAAGAACTCCCT-3’ (SEQ ID NO: 4)Прямой

пгРНК 5’-CATTGAGATTCCCGAGATTGAGAT-3’ (SEQ ID NO: 5)Обратный
(FAM) 5’-TCTCAATCGCCGCGTCGCAGA-3’ (BHQ1)

(SEQ ID NO: 6)Зонд

5’-CAACGGATTTGGTCGTATTGG-3’ (SEQ ID NO: 7)Прямой

GAPDH
5’-GCAACAATATCCACTTTACCAGAGTTAA-3’

(SEQ ID NO: 8)Обратный

(FAM) 5’-CGCCTGGTCACCAGGGCTGC-3’ (BHQ1)
(SEQ ID NO: 9)Зонд

5’-GTCAGGGCAGAGCCATCTATTGCT-3’ (SEQ ID NO: 10)Прямой

бета-глобин 5’-CCACAGCCAGTTTCTATTGGCT-3’ (SEQ ID NO: 11)Обратный
(FAM) 5’-TGCCCAGGGCCTCACCACCA-3’ (BHQ1)

(SEQ ID NO: 12)Зонд

5’-TCCTCCAAСTTGTCCTGGTTATC-3’ (SEQ ID NO: 13)Прямой
S-RNA 5’-AGATGAGGCATAGCAGCAGGAT-3’ (SEQ ID NO: 14)Обратный

(FAM) 5’-ATGATAAAACGCCGCAGACACATCCAGC-3’ (BHQ1) (SEQ ID NO: 15)Зонд
5’-AGATGGAGTCTGGTACTGTCG-3’ (SEQ ID NO: 16)ПрямоймРНК

APOBEC3A 5’-GAGGCAGGAGAGTAGCGT-3’ (SEQ ID NO: 17)Обратный
5’-GAGCTACACTTGGCTGTGCT-3’ (SEQ ID NO: 18)Прямой

мРНК
APOBEC3B 5’-TGACATTGGGGTGCTCAGAC-3’ (SEQ ID NO: 19)Обратный

(FAM) 5'-ACTGTGTGGCGAAGCTGGCC-3' (BHQ1) (SEQ ID NO: 20)Зонд
5’-GACTTTGGTTATCTTCGCAATAAGA-3’ (SEQ ID NO: 21)Прямой

мРНК AID
5’-AGGTCCCAGTCCGAGATGTA-3’ (SEQ ID NO: 22)Обратный
5’-GTCTCCCCGCTCCAGTTTAG-3’ (SEQ ID NO: 23)Прямой

мРНК UNG
5’-GCAGAAGACGCCCATTTGTG-3’ (SEQ ID NO: 24)Обратный

5’-GAAAGAGGAAACACAGTGGAGC-3’ (SEQ ID NO: 25)ПрямоймРНК
APOBEC3G 5’-ACTTCGTAGCACAGCCAGAC-3’ (SEQ ID NO: 26)Обратный

Таблица 2. Последовательности РНК-проводников к промоторам APOBEC/AID и
UNG.
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5’-GACACTGTGGAGTGACAATGGTTTTAGAGCTAGAAATAG-3’ (SEQ ID NO: 27)Прямой
sgAPOBEC3A1

5’-CATTGTCACTCCACAGTGTCCGGTGTTTCGTCCTTTC-3’ (SEQ ID NO: 28)Обратный
5’-CCCTCATTAGCGTCAGAACAGTTTTAGAGCTAGAAATAG-3’ (SEQ ID NO: 29)Прямой

sgAPOBEC3A2
5’-TGTTCTGACGCTAATGAGGGCGGTGTTTCGTCCTTTC-3’ (SEQ ID NO: 30)Обратный

5’-CAAAACCAAAGCTTGCCCAGGTTTTAGAGCTAGAAATAG-3’ (SEQ ID NO: 31)Прямой
sgAPOBEC3A3

5’-CTGGGCAAGCTTTGGTTTTGCGGTGTTTCGTCCTTTC-3’ (SEQ ID NO: 32)Обратный
5’-GCTAATGAGGGTGGCACACTGTTTTAGAGCTAGAAATAG-3’ (SEQ ID NO: 33)Прямой

sgAPOBEC3A4
5’-AGTGTGCCACCCTCATTAGCCGGTGTTTCGTCCTTTC-3’ (SEQ ID NO: 34)Обратный

5’-GGCCCACAGGGAGCAAAGTGGTTTTAGAGCTAGAAATAG-3’ (SEQ ID NO: 35)Прямой
sgAPOBEC3A6

5’-CACTTTGCTCCCTGTGGGCCCGGTGTTTCGTCCTTTC-3’ (SEQ ID NO: 36)Обратный
5’-CCATGCCTTCGGGCAAGCTTGTTTTAGAGCTAGAAATAG-3’ (SEQ ID NO: 37)Прямой

spA3AmacT4
5’-AAGCTTGCCCGAAGGCATGGCGGTGTTTCGTCCTTTC-3’ (SEQ ID NO: 38)Обратный
5’-CTTTGCTCCTTTTGGGCCGCGTTTTAGAGCTAGAAATAG-3’ (SEQ ID NO: 39)Прямой

spA3AmacT6
5’-GCGGCCCAAAAGGAGCAAAGCGGTGTTTCGTCCTTTC-3’ (SEQ ID NO: 40)Обратный
5’-CCAATGCCTGAGCAGGAATGGTTTTAGAGCTAGAAATAG-3’ (SEQ ID NO: 41)Прямой

sgAPOBEC3B1
5’-CATTCCTGCTCAGGCATTGGCGGTGTTTCGTCCTTTC-3’ (SEQ ID NO: 42)Обратный
5’-GAGGAACCTCCAATAAAGACGTTTTAGAGCTAGAAATAG-3’ (SEQ ID NO:

43)Прямой
sgAPOBEC3B2

5’-GTCTTTATTGGAGGTTCCTCCGGTGTTTCGTCCTTTC-3’ (SEQ ID NO: 44)Обратный
5’-ATTGGAGGTTCCTCTGCCAGGTTTTAGAGCTAGAAATAG-3’ (SEQ ID NO: 45)Прямой

sgAPOBEC3B3
5’-CTGGCAGAGGAACCTCCAATCGGTGTTTCGTCCTTTC-3’ (SEQ ID NO: 46)Обратный

5’-GCATTGGTGTGGGAGGCCCCGTTTTAGAGCTAGAAATAG-3’ (SEQ ID NO: 47)Прямой
sgAPOBEC3B4

5’-GGGGCCTCCCACACCAATGCCGGTGTTTCGTCCTTTC-3’ (SEQ ID NO: 48)Обратный
5’-CATTGCAGCCTGAGCCTGGGGTTTTAGAGCTAGAAATAG-3’ (SEQ ID NO:

49)Прямой
APOBEC3B6

5’-CCCAGGCTCAGGCTGCAATGCGGTGTTTCGTCCTTTC-3’ (SEQ ID NO: 50)Обратный
5’-AAGGAGGGCTGCCCAACTGCGTTTTAGAGCTAGAAATAG-3’ (SEQ ID NO: 51)Прямой

spA3BmacT9
5’-GCAGTTGGGCAGCCCTCCTTCGGTGTTTCGTCCTTTC-3’ (SEQ ID NO: 52)Обратный

5’-ACCCCCACCAGGTACCCCAAGTTTTAGAGCTAGAAATAG-3’ (SEQ ID NO: 53)Прямой
sgAID1

5’-TTGGGGTACCTGGTGGGGGTCGGTGTTTCGTCCTTTC-3’ (SEQ ID NO: 54)Обратный
5’-GATTTGGATCCAGTGAAGATGTTTTAGAGCTAGAAATAG-3’ (SEQ ID NO: 55)Прямой

sgAID2
5’-ATCTTCACTGGATCCAAATCCGGTGTTTCGTCCTTTC-3’ (SEQ ID NO: 56)Обратный

5’-CTGGATCCAAATCAGGAGCAGTTTTAGAGCTAGAAATAG-3’ (SEQ ID NO: 57)Прямой
sgAID3

5’-TGCTCCTGATTTGGATCCAGCGGTGTTTCGTCCTTTC-3’ (SEQ ID NO: 58)Обратный
5’-TGTCATAGGCAGAGTCACACGTTTTAGAGCTAGAAATAG-3’ (SEQ ID NO: 59)Прямой

sgAID4
5’-GTGTGACTCTGCCTATGACACGGTGTTTCGTCCTTTC-3’ (SEQ ID NO: 60)Обратный

5’-CATAGCTAGCAAAGATCAGGGTTTTAGAGCTAGAAATAG-3’ (SEQ ID NO: 61)Прямой
sgAID5

5’-CCTGATCTTTGCTAGCTATGCGGTGTTTCGTCCTTTC-3’ (SEQ ID NO: 62)Обратный
5’-TCTTTGCTAGCTATGGAGCAGTTTTAGAGCTAGAAATAG-3’ (SEQ ID NO:

63)Прямой
sgAID6

5’-TGCTCCATAGCTAGCAAAGACGGTGTTTCGTCCTTTC-3’ (SEQ ID NO: 64)Обратный
5’-TGGAGTGCAACGCCCCTGGGGTTTTAGAGCTAGAAATAG-3’ (SEQ ID NO: 65)Прямой

sgUNG1
5’-CCCAGGGGCGTTGCACTCCACGGTGTTTCGTCCTTTC-3’ (SEQ ID NO: 66)Обратный

5’-GGCTGGAGTGCAACGCCCCTGTTTTAGAGCTAGAAATAG-3’ (SEQ ID NO: 67)Прямой
sgUNG2

5’-AGGGGCGTTGCACTCCAGCCCGGTGTTTCGTCCTTTC-3’ (SEQ ID NO: 68)Обратный
5’-GAATGAAAGAATAGGCCCCCGTTTTAGAGCTAGAAATAG-3’ (SEQ ID NO:

69)Прямой
sgUNG3

5’-GGGGGCCTATTCTTTCATTCCGGTGTTTCGTCCTTTC-3’ (SEQ ID NO: 70)Обратный
5’-CACAAAGCGAATGAAAGAATGTTTTAGAGCTAGAAATAG-3’ (SEQ ID NO:

71)Прямой
sgUNG4

5’-ATTCTTTCATTCGCTTTGTGCGGTGTTTCGTCCTTTC-3’ (SEQ ID NO: 72)Обратный
5’-GGGCGTGCAACGGTGCCCGGGTTTTAGAGCTAGAAATAG-3’ (SEQ ID NO: 73)Прямой

sgUNG5
5’-CCGGGCACCGTTGCACGCCCCGGTGTTTCGTCCTTTC-3’ (SEQ ID NO: 74)Обратный
5’-GCAAGAAGAGAAGACTGGTCGTTTTAGAGCTAGAAATAG-3’ (SEQ ID NO: 75)Прямой

sgUNG6
5’-GACCAGTCTTCTCTTCTTGCCGGTGTTTCGTCCTTTC-3’ (SEQ ID NO: 76)Обратный

5’-CCAATGCCTGAGCAGGAATGGTTTTAGAGCTAGAAATAG-3’ (SEQ ID NO: 77)ПрямойsgAPOBEC3G1
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5’-CCCGCTTCCTGCTCAGGCGCCGGTGTTTCGTCCTTTC-3’ (SEQ ID NO: 78)Обратный
5’-GAGGAAGATAAAGCGTCCCAGTTTTAGAGCTAGAAATAG-3’ (SEQ ID NO:

79)Прямой
sgAPOBEC3G2

5’-TGGGACGCTTTATCTTCCTCCGGTGTTTCGTCCTTTC-3’ (SEQ ID NO: 80)Обратный
5’-TAAAGACAGGCCGCTCTGTGGTTTTAGAGCTAGAAATAG-3’ (SEQ ID NO: 81)Прямой

sgAPOBEC3G3
5’-CACAGAGCGGCCTGTCTTTACGGTGTTTCGTCCTTTC-3’ (SEQ ID NO: 82)Обратный
5’-AGAAAGAGGGTGAGAGACTGGTTTTAGAGCTAGAAATAG-3’ (SEQ ID NO:

83)Прямой
sgAPOBEC3G4

5’-CAGTCTCTCACCCTCTTTCTCGGTGTTTCGTCCTTTC-3’ (SEQ ID NO: 84)Обратный
5’-CCCCAGAGAAAACCAGAAAGGTTTTAGAGCTAGAAATAG-3’ (SEQ ID NO:

85)Прямой
sgAPOBEC3G5

5’-CTTTCTGGTTTTCTCTGGGGCGGTGTTTCGTCCTTTC-3’ (SEQ ID NO: 86)Обратный
5’-GTGGAGAGGAGGCTCCAGCTGTTTTAGAGCTAGAAATAG-3’ (SEQ ID NO: 87)Прямой

sgAPOBEC3G6
5’-AGCTGGAGCCTCCTCTCCACCGGTGTTTCGTCCTTTC-3’ (SEQ ID NO: 88)Обратный

Таблица 3. Последовательности праймеров для 3D-PCR для получения первого
ампликона (3DcccDNA) и гнездовая ПЦР (HBxin).

5’-GCCTATTGATTGGAAAGTATGT-3’ (SEQ ID NO: 89)Прямой
3DcccDNA

5’-AGCTGAGGCGGTATCTA-3’ (SEQ ID NO: 90)Обратный
5’-ATGGCTGCTARGCTGTGCTGCCAA-3’ (SEQ ID NO: 91)Прямой

HBxin
5’-AAGTGCACACGGTYYGGCAGAT-3’ (SEQ ID NO: 92)Обратный

3D-ПЦР
ПЦР-продукты, амплифицированные с ккзДНК HBV c помощью праймеров 3D

cccDNA, очищали гель-электрофорезом споследующимвыделениемочищеннойфракции
с помощью набора Qiagen Gel Extraction kit. Одинаковая масса очищенных ПЦР-
продуктов использовалась для nested-ПЦР с Q5- или TaqF-полимеразой и праймерами
HBxin прямой и обратный и декременте температур денатурации (950С-820С).
Полученные ампликоны использовались для гель-электрофореза.

Анализ микроэррэй
Анализ генов ответа на повреждение ДНК был проведен с использованием

коммерческого набора RT2 Profiler PCR Array Human DNA Damage Signaling Pathway
(QIAGEN, №PAHS-029Z) на приборе BioRad CFX96 Touch согласно протоколу
производителя. В качестве референсного гена был использован бета-2-микроглобулин.
Обработка результатов осуществлялась с использованием онлайн-программного
обеспечения (http://saweb2.sabiosciences.com/pcr/arrayanalysis.php).

Секвенирование нового поколения
Ампликоны, полученные при проведении 3D-ПЦР с использованием ДНК-

полимеразы Q5 на минимальной возможной температуре (87°С) выделяли с помощью
набораQiagenGel Extraction Kit и использовали для секвенирования на платформеMiSeq
Illumina. Анализ данных секвенирования проводился с использованием программы
Geneious 7.1.9.

Анализ генотоксичности методом оценки ДНК-комет
Анализ генотоксичности проводили методом ДНК-комет (Ostling O., Johanson K.,

1984 [29]; Tice R., Agurell E. et al., 2000 [30]) с помощью набора "Comet SCGE assay kit",
выпускаемого "Enzo Life Sciences". Вкратце, клетки HepG2-1.5merHBV на 5-е сутки после
липофекции снимали с планшетов с помощью трипсина, центрифугировали 5 мин при
500хg. В расплавленнуюLTMагарозу при температуре 370Сдобавляли по 2,000 клеток,
ресуспендировали и наносили на стекло в объеме 75 мкл. Для затвердевания геля,
суспензию на стеклах помещали на 10 мин в среду с температурой +40С. Далее стекла
выдерживали в лизирующем буфере 45 мин. Вслед за этим, стекла помещались в
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щелочной раствор с pH>13 на 50 мин. Стекла выдерживали дважды по 5 мин в TBE
буфере, после чего помещались в камеру для электрофореза с ТВЕ буфером с
параметрами 1 В/см на 50 мин. По завершении электрофореза, стекла помещали в 70%
этанол на 5 мин и после этого сушили на воздухе. На стекло помещали 50 мкл красителя
SyGreen на 30 мин. Стекла промывали в деионизированной воде и высушивали при
температуре +370С. Микроскопию проводили на канале FITC на микроскопе Olympus
IX71.

Результаты
Используя инструменты ENSEMBL (http://www.ensembl.org), SwissRegulon (http://

swissregulon.unibas.ch), CCTop – CRISPR/Cas9 target online predictor (https://crispr.cos.uni-
heidelberg.de/) и BroadInstitute dCas9 activation tool (https://portals.broadinstitute.org/gpp/public/
analysis-tools/sgrna-design-crisprai), мы создали РНК-проводники, мишенью которых
являются промоторыкаждого из геновAPOBEC3A (A3A),APOBEC3B (A3B),APOBEC3G
(A3G) и APOBEC/AID, которые, как известно из работы Lucifora J. et al., 2014 [23],
являются факторами анти-HBV ответа в клетке, и гена UNG (Рис. 2), усиливающего
противовирусный эффект AID и APOBEC3A. Ко-трансфекция клеток HepG2 ПЦР-
продуктами с U6-промотором и последовательностью, кодирующей РНК-проводник,
и плазмид, кодирующих HBV и dCas9p300 или dCas9p300mut (точковая мутация
элиминирует ацетилтрансферазнуюактивность р300), вызывает активациютранскрипции
гена А3А уже к 28 часу после трансфекции (Рис. 3А), гена А3В в 57 раз к 41 часу (Рис.
3В), генаА3G в 8 раз к 41 часу (Рис. 3С), АID почти в 300 раз к 28 часу после трансфекции
(Рис. 3D), и гена UNG в 7 раз на 19 час после трансфекции клеток (Рис. 3Е).

Активация генов APOBEC/AID и ко-активация AID с UNG оказывает мощное
противовирусное действие уже к 3 суткам после трансфекции как на клетках HepG2
(Рис. 4А-С), так и на клетках HEK293T (Рис. 4D). На клетках HepG2 активация А3А
вызывает снижение транскрипции HBV (уровней пгРНК и S-RNA) на 80%, А3В на 20-
40%,A3Gболее, чемна 90%, иAIDна 60-70%.Вместе с этим, отдельныеРНК-проводники
для активации A3A, A3B, AID, A3G, UNG и комбинации AID-UNG на клетках HEK293T
приводит к снижению транскрипции HBV>90%. Стоит отметить, что наблюдаемое
снижение показателей транскрипции вируса не ассоциировано с общим токсическим
действием на клетки, что было показанометодами анализа цитотоксичности на клетках
HepG2-1.1merHBV и HEK293T (Рис. 4E).

Несмотря на мощное действие АРОВЕС/AID-дезаминаз на транскрипцию вируса,
изучение их влияния на ккзДНК HBV на моделях ко-трансфекции HepG2 и HEK293T
плазмидой pCH-1.1MerHBV невозможно, что связано с особенностями выделения
ккзДНК HBV. В этой связи мы провели опыты по липофекции стабильных клеточных
линий HepG2-1.1merHBV (Рис. 5А) и HepG2-1.5merHBV, а также по липофекции клеток
HepG2 рекомбинантной ккзДНКHBV (Рис. 5В) системами для активацииAPOBEC/AID-
дезаминаз. На указанных клеточных моделях АРОВЕС/AID также вызывают
существенное снижение транскрипции HBV, более выраженное на линии клеток с
высокоактивной репликацией вируса (HepG2-1.1merHBV: снижение пгРНК и S-
RNA>80%), и снижение транскрипции HBV на модели клеток с конститутивной
продукцией вируса под промотором дикого типа (HepG2-1.5merHBV) на 40-60%. Далее,
мы провели измерение уровней ккзДНК на трех данных моделях (Рис. 5С) и выяснили,
что уровни ккзДНК в группах по активации А3А, А3В и AID снижаются на 60-70%, а
в группе активации A3G эффект на уровень ккзДНК отмечен только на модели с
наиболее активной индуцированной транскрипцией прегеномной РНК HBV (HepG2-
1.1MerHBV). Вместе с этим, 3D-ПЦР анализ (Рис. 5D-E) продемонстрировал наличие
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значительного уровня дезаминирования ккзДНК по CpG-богатому региону во всех
экспериментальных группах. Кроме того, проведенный анализ секвенирования нового
поколения поCpG-богатому региону ккзДНК (Рис. 5F) выявил значительное количество
мутаций G-to-A и C-to-T при активации А3А (25 170 и 26 363, соответственно, при 12
666 проанализированных последовательностей), А3В (26 915 и 18 107, соответственно,
при 9303 проанализированных последовательностях), АID (259 390 и практически
референсные значения C-to-T замен 1 178, соответственно, при 14 266
проанализированных последовательностях) в сравнении с контролем (3 861 и 579,
соответственно, при 16 096 последовательностях).Помимо этого, анализ секвенирования
нового поколения выявил большое количество крупных делеций (Рис. 5G) в матрицах
ккзДНК, свидетельствующих об активности факторов репарации повреждений ДНК.
Кроме того, были проведены дополнительные опыты по анализу дезаминирования
CpG-богатого региона в клетках HepG2-1.1merHBV на 7-е сутки после активации
APOBEC/AIDдезаминазA3A,A3B,A3G,AIDи совместной активацииA3A/A3B.Методом
NGS секвенирования показано, что во всех экспериментальных группах также резко
возрастает частота замен G->A и C->T, характерные для действия АРОВЕС/AID
дезаминаз (Рис. 6A-C). При этом совокупная частота мутаций G->A/C->T составляет
около 1000 на 1000 прочтений ккзДНК HBV для групп А3А, А3В, AID и А3А/А3В, в
то время как для A3G, действующей главным образом на прегеномную РНК HBV,
частота замен G->A составляет около 2000, при этом замены C->T практически не
встречаются (Рис. 6В). Анализ ландшафта дезаминирования участка ккзДНКHBV (Рис.
7С) выявил, что в группах А3А, А3В и А3А/А3В дезаминирование происходит по всей
последовательности практически во всех CpGнуклеотидах с 6 пиками дезаминирования
в точках 35 нт, 78 нт, 100 нт, 130 нт и 153 нт. Напротив, при активации AID и A3G были
обнаружены т.н. «hot spots» («горячие точки») дезаминирования, т.е. участки
преобладающего действия дезаминаз.

Микроэррэй анализ профилей экспрессии факторов репарации (Рис. 5H) выявил
значительные изменения в уровнях факторов ответа клетки на повреждение ДНК
(наиболее значительная индукция отмечена преимущественно для факторов, которые
обеспечивают репарацию дезаминированных нуклеотидов в ДНК): экспрессия EXO1
повышается более чем в 100 раз, MPG в 355.38 раз, TP73 в 84.45 раза (AID), XRCC3 в
20-98 раз; происходит снижение уровня RAD50 в 304.86 раза при активации А3А.

В совокупности, полученные результаты свидетельствуют об эффективной активации
экспрессииAPOBEC/AID-дезаминазприпомощиdCas9-инструментов, которыевызывают
массивное дезаминирование нуклеотидов ккзДНК, активацию факторов репарации
повреждений ДНК, вырезание нуклеотидов, исходом которых является деградация и/
или гипермутация ккзДНК HBV.

Мы провели оценку влияния активации APOBEC/AID-дезаминаз на повреждение
генома в клетках HepG2-1.5merHBV методом оценки комет ДНК (Tice R., Agurell E. et
al., 2000 [22]). Чем длиннее хвост кометы и выше в хвосте содержание ДНК, тем выше
повреждение генома. Ни по одному из параметров не было выявлено повреждение
генома клетки (Рис. 8A-D). Напротив, момент хвоста и длина хвоста снижались в
экспериментальных группах в сравнении с контрольными (p300+nc и mut+nc), что
говорит о снижении повреждения генома клетки, ассоциированного с генотоксическим
действием HBV.
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(57) Формула изобретения
1.Система дляАРОВЕС/AID-опосредованной и/илиUNG-опосредованной деградации

ДНК вируса гепатита В, включающая:
(i) слитый белок dCas9-Х, где dCas9 представляет собой мутантный белок Cas9,

лишенный эндонуклеазной активности, а Х представляет собой эффекторный белок,
выбранный из кор-белка ацетилтрансферазы человека p300 или VP48, VP64, VP160,
VP192 и p65HSF1, и (ii) РНК-проводники, специфичные к регуляторным элементам
одного или нескольких генов цитидиндезаминаз APOBEC/AID человека и/или гена
урацил-ДНК-гликозилазыUNGчеловека, где указанныеРНК-проводники используются
для привлечения dCas9 к указанным регуляторным элементам.

2.Система по п. 1, где регуляторные элементы генов цитидиндезаминазAPOBEC/AID
человека и/или гена урацил-ДНК-гликозилазы UNG человека представляют собой
промоторы и/или энхансеры соответствующих генов.

3.Система по п. 1, где dCas9 представляет собой мутантный белок Cas9 Streptococcus
pyogenes, лишенный эндонуклеазной активности.

4.Система по п. 1, где dCas9 представляет собой мутантный белок Cas9 системы
CRISPR/Cas9 типа II, лишенный эндонуклеазной активности.

5.Применение системы по любому из пп. 1-4 для APOBEC/AID-опосредованной и/
или UNG-опосредованной деградации ДНК вируса гепатита В.

6.Применение по п. 5, где ДНК вируса гепатита B представляет собой кольцевую
ковалентно-замкнутую ДНК, персистирующую в клетках человека, которые, в
частности, могут представлять собой гепатоцит.
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