
ВВЕДЕНИЕ

Вирус гепатита B (ВГB) — ДНК-вирус,
принадлежащий к семейству Hepadnaviridae [1].
Вирион ВГB состоит из липидного суперкапсида, 
на поверхности которого представлены 
короткий (S-HBs), средний (M-HBs) и 
длинный (L-HBs) антигены. Внутри суперкапсида
находится икосаэдрический нуклеокапсид, состоящий
из белка HBc (“кор” белка). В свою очередь,
нуклеокапсид заключает в себе геном, ковалентно
связанный с вирусной ДНК-полимеразой (Pol). 
Геном ВГB представлен частично двухцепочечной
релаксированной кольцевой ДНК (кчдДНК) 
длиной около 3,2 тысяч пар оснований [2, 3]. 
При инфицировании гепатоцитов ВГB первично
взаимодействует с гепарансульфат-протеогликанами 
и затем — высокоаффинно с натрий-таурохолат
котранспортным полипептидом (NTCP), который
экспрессируется в гепатоцитах печени, что приводит 
к интернализации вируса за счёт рецептор-зависимого
эндоцитоза.В цитоплазме клеток вирус освобождается
от суперкапсида и далее импортируется в ядро 
через комплекс ядерных пор [4]. В ядре нуклеокапсид
разбирается с высвобождением кчдДНК, которая
превращается в кольцевую ковалентно-связанную ДНК
(ккзДНК) за счёт многоэтапного процесса с участием

клеточных ферментов [5]. ккзДНК является 
матрицей для синтеза всех вирусных мРНК, а также
прегеномной РНК (пгРНК), на основе которой
происходит обратная транскрипция с формированием
кчдДНК [6]. ккзДНК является основным фактором,
обеспечивающим хроническое течение ВГB-инфекции
благодаря высокой стабильности и поддержания 
пула ккзДНК за счёт процессов реинфекции
гепатоцитов и ре-импорта кчдДНК в ядро [7–9]. 

N6-метиладенозин (м6A) — это наиболее
распространённая эпитранскриптомная модификация,
которая была обнаружена во всех типах РНК. 
м6A модификация преимущественно локализуется 
в консервативных DRACH-мотивах (D = G/A/U, 
R = G/A, H = A/U/C) [10]. Анализ транскриптома
показал, что ~37% меток м6A располагаются внутри
кодирующих последовательностей, около 20% — 
в 3′-нетранслируемой области; 28% меток было
обнаружено в -200 до +200 нуклеотидов после 
стоп-кодона, при этом 12% меток располагается 
в области начала транскрипции.Помимо того, наиболее
высокое обогащение м6А метками выявлено в области
стоп-кодона и области начала транскрипции [11, 12].
Внесение, удаление и считывание м6А-меток — 
это динамический процесс. Метилазы, среди 
которых METTL3, METTL14, METTL16, также
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известные как белки-писатели, вносят м6А-метки.
Деметилазы, также называемые белками-стирателями,
удаляют м6А метки. Роль стирателей играют
деметилазы ALKBH5 и FTO. За распознавание 
м6А меток отвечают белки-читатели [10]. 
Белки-читатели локализуются в ядре и в цитоплазме. 
К ядерным читателям относят белки YTHDC1,
hnRNPA2B1 и hnRNPG. К цитоплазматическим —
YTHDF1, YTHDF2, YTHDF3, а также YTHDC2 [11]. 
Белки-читатели играют определяющую роль в судьбе
м6А-модифицированной РНК, влияя на сплайсинг,
ядерный экспорт, трансляцию и стабильность [13]. 

Известно, что ВГB взаимодействует 
с системой м6А [14]. Так например,
METTL3/METTL14-зависимая м6А модификация 
3′ ε-петли снижает стабильность вирусных
транскриптов, в то время, как аналогичная
модификация 5′ ε-петли пгРНК необходима 
для обратной транскрипции пгРНК в кчдДНК [15].
м6А модификация 5′ ε-петли позволяет пгРНК
взаимодействовать с кор-белком HBc и обеспечивает
эффективную упаковку пгРНК в нуклеокапсид, 
что необходимо для сборки вирусных частиц [16].
Также было показано, что м6А метилирование 
в области кодирующей последовательности HBx,
основного транскрипционного активатора вируса,
необходимо для эффективной репликации 
гепатита B [17]. Вместе с этим, HBx напрямую
связывается с комплексом белков-писателей
METTL3/METTL14, стимулирует их ядерный импорт
и способствует связыванию с ккзДНК, обеспечивая 
ко-транскрипционную модификацию вирусных
транскриптов [18]. 

Помимо влияния на вирусный цикл, есть
свидетельства влияния м6А на врождённый иммунный
ответ к ВГB.Например, METTL3/METTL14-зависимая
модификация вирусной РНК приводит к снижению
RIG-I-зависимого распознавания РНК ВГB; 
это происходит благодаря связыванию факторов
YTHDF3 и YTHDF2 с РНК ВГB и блокированию 
её распознавания сенсором чужеродных РНК RIG-I [19].
HBx белок также может индуцировать 
м6А метилирование мРНК гена PTEN — фактора,
необходимого для ядерного импорта фактора
транскрипции интерферона IRF-3 [17, 20].Это снижает
стабильность и уровни мРНК гена PTEN, который
участвует в ядерном импорте IRF-3, что приводит 
к снижению синтеза интерферона. Следовательно,
м6А модификация РНК ВГB может способствовать
избеганию иммунного ответа. Вместе с этим, 
м6А модификация может вызывать деградацию 
РНК ВГB противовирусной РНКазой ISG20 [21]. 

Таким образом, роль системы м6А метилирования
и, в особенности, отдельных компонентов 
м6А метилирования в жизненном цикле ВГB 
и взаимодействии ВГB с клетками человека 
остаётся неясной. 

В данной работе проводили оценку 
влияния блокады экспрессии за счёт CRISPR/Cas9-
опосредованного нокаута генов и гиперэкспрессии
отдельных факторов системы м6А метилирования 
на репликацию ВГB в клетках человека, а именно —

белков-писателей METTL3, METTL14, METTL16,
белка-стирателя FTO и белков-читателей JMJD6 и
hnRNPA2B1. Факторы были подобраны таким
образом, чтобы в исследовании участвовало 
как минимум по одному фактору из каждой группы:
писатели, читатели, стиратели. Для нокаута 
факторов использовали высокоспецифическую
систему CRISPR/Cas9 от организма Streptococcus
thermophilus (StCas9) [22, 23]. Применение нокаута
вместо нокдауна позволило, в том числе, оценить
влияние на поздних временных точках, а именно 
на 10 и 14 день.

В результате, было показано, что нокаут 
генов METTL3, METTL14, METTL16, FTO, JMJD6
либо hnRNPA2B1 приводит к повышению уровня
пгРНК и ккзДНК ВГB. Гиперэкспрессия любого 
из вышеперечисленных факторов, за исключением
hnRNPA2B1, приводит к снижению уровней 
ккзДНК ВГB в клетке. Следовательно, указанные
факторы могут участвовать в подавлении 
репликации ВГB. 

МЕТОДИКА

Клеточная культура

Эксперименты проводили на клеточной 
линии HepG2 [24] (рис. 1). Клетки культивировали 
в полной среде DMEM с глутамином, содержание
глюкозы — 4,5 г/л (“ПанЭко”, Россия), с добавлением
10% фетальной бычьей сыворотки (“Capricorn Scientific”,
Германия), 2 мкМ L-глутамина (“Capricorn Scientific”)
и 1% пенициллин-стрептомицина (“ПанЭко”).

Получение рекомбинантной формы генома ВГB

Для исследования влияния нокдаунов 
на вирусный цикл гепатита B клеточную линию 
ко-нуклеофицировали рекомбинантной ккзДНК,
полученной по технологии minicircle [25], описанной
ранее [26]. Вкратце, в векторе pMC.CMV-MCS-
EF1α-GFP-SV40polyA последовательность между
сайтами рекомбинации attP и attB была заменена 
на последовательность, кодирующую ккзДНК ВГB, 
с помощью набора Gibson Assembly Cloning 
(“New England Biolabs”, США). Полученная плазмида
была трансформирована в клетки ZYCY10P3S2T,
способные экспрессировать интегразу PhiC31, которая
необходима для рекомбинации плазмиды minicircle 
в присутствии арабинозы. Колонии клеток далее
инокулировали в среду Terrific Broth (“Диаэм”,
Россия) и инкубировали 16 ч на шейкер-инкубаторе
IKA KS4000 ic (“IKA-Werke GmbH & Co. KG”,
Германия) при 37°С и 250 оборотах в минуту (о.в.м).
Через 16 ч к ночной культуре была добавлена 
среда Induction Media (бульон LB, содержащий 
0,2% арабинозы). После этого, бактериальную
культуру инкубировали 3 ч при 30°С и 250 о.в.м 
и 1 ч при 37°С и 250 о.в.м. для получения
рекомбинированной ккзДНК (рккзДНК). Выделение
плазмиды производили с помощью набора Maxi 
для выделения плазмидной ДНК из бактериальных
клеток (“Биолабмикс”, Россия).
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Нуклеофекция

Для нуклеофекции монослой клеток HepG2 
был диссоциирован с помощью трипсина (“ПанЭко”)
и ресуспендирован в среде OptiMem™ (“Thermo Fisher
Scientific”, Gibco™, США). Затем к полученной
суспензии были добавлены плазмида и ПЦР-продукт
из расчёта 10 мкг плазмиды и 200 нг ПЦР-продукта 
на 1 млн клеток. Полученная суспензия была
перенесена в кювету для электропорации
Electroporation Cuvette 0.2 cm gap (“BioRad”, США),
после чего была произведена электропорация 
с помощью электропоратора GenePulser Xcell
(“BioRad”) с предустановленным заводским
протоколом электропорации с наименованием COS7.
После этого клетки были посажены на 6-ти луночные
планшеты и культивированы, как было описано ранее.

Нокаут генов

Для нокдауна генов использовали систему
нуклеаз StCas9. При нокауте гена с помощью 
данной системы, РНК-проводник подбирается 
таким образом, чтобы разрезание происходило 
в области экзона, который присутствует во всех
транскриптах целевого гена. После разрезания,
образовавшиеся концы ДНК репарируются по пути
негомологичного соединения концов, что приводит 
к возникновению мутаций сдвига рамки считывания,
возникновению стоп-кодонов с последующим
нонсенс-опосредованным распадом РНК [27].

С помощью программного обеспечения 
CHOPCHOP [28] были подобраны РНК-проводники
для StCas9 к экзонам целевых генов (рис. 2), таким
образом, чтобы целевая последовательность составляла
20 нуклеотидов в длину, при этом отсутствовали
нецелевые регионы генома с двумя и менее
несовпадениями нуклеотидов (табл. 1). Методом ПЦР
с перекрывающимися праймерами были получены
ПЦР-продукты, каждый из которых кодирует 
U6 промотор, целевую последовательность и скаффолд
гидовой РНК. U6 промотор и скаффолд гидовой РНК
были получены с плазмиды MST1 sgRNA 
(“Addgene”, США), а целевая последовательность
была образована 20-нуклеотидной перекрывающейся
последовательностью праймеров.

Клетки HepG2 (54 пассаж стока в соответствии 
с сопроводительной документацией ATCC, 3 пассаж 
в лаборатории) были ко-нуклеофицированы рккзДНК,
ПЦР-продуктом, кодирующим РНК-проводник и
плазмидой, кодирующей белок StCas9 (“Addgene”). 

Активация экспрессии генов

Для активации экспрессии генов использовали
химерный белок, состоящий из dCas9 с пришитой 
к нему ацетилтрансферазой гистонов p300. 
За счёт точечных мутаций в нуклеолитических
доменах белок dCas9 лишён своей нуклеолитической
активности, однако сохраняет способность
целенаправленно связываться с цепью ДНК. 

Качанов и др.
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Рисунок 1. Схема эксперимента.



Подобная доставка p300 в область дистального
энхансера позволяет активировать транскрипцию
целевого гена [29]. РНК-проводники для активации
экспрессии генов были подобраны к промоторным
участкам с помощью программного обеспечения
CHOPCHOP [28] для SpCas9, таким образом, 
чтобы отсутствовали нецелевые взаимодействия 
с двумя и менее несовпадениями нуклеотидов, 

а целевая последовательность составляла 
20 нуклеотидов в длину (табл. 2). ПЦР продукты,
каждый из которых кодирует U6 промотор, целевую
последовательность и скаффолд гидовой РНК.
Промотор U6 и скаффолд были получены с плазмиды
pLX-sgRNA (“Addgene”). Целевая последовательность
была образована 20-нуклеотидной перекрывающейся
последовательностью праймеров. 
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Таблица 1. Целевые последовательности, подобранные для нокаута факторов системы м6А

Рисунок 2. Дизайн РНК-проводников к экзонам генов для CRISPR-нокаута генов м6А. Дизайн РНК-проводников
проводили с помощью ресурсов CHOPCHOP, CCTop и с использованием браузера UCSC. При дизайне 
РНК-проводников учитывали расположение промотора, наличие изоформ РНК, наличие сайтов чувствительности 
к ДНКазе I типа и возможные нецелевые мишени РНК-проводников.

Название РНК-проводника Последовательность
METTL3 KO1 CACCTCAGGTACCTGTCTGC
METTL3 KO2 GGTCTTTGCTGCCAGGGGCC
METTL14 KO1 GAACTTCTGCTGGCCGTGGA
METTL14 KO2 GAAATAGATCTAACTTCCGA
METTL16 KO1 GATATGTGTTTCAACTATGC
METTL16 KO2 TCTCATAAAAGGTTAGCGCC
JMJD6 KO 1 TACCAGGTATAGATGAACTG
JMJD6 KO2 GGCCCCATCACAAACCACCT
hnRNPA2B1 KO1 TAAGAAAGGCTTTGTCTAGA
hnRNPA2B1 KO2 TCTGAATTTTTCATTCCAGT
FTO KO1 TTGGTTTCAAGGCAATCGAT
FTO KO2 GATCATCTACAGGAAAAACA

Таблица 2. Целевые последовательности для активации экспрессии факторов системы м6А
Название РНК-проводника Последовательность

METTL3 GTTGCTTATAGACGCGCATG
METTL14 CGCGCCGGAAGTCTCTACTG
METTL16 AGAAACCCTCGCGACACCTG
FTO CTATAGCGCCGACAGCGTGG
hnRNPA2B1 CTGGGCGAGCACGATTTCCG
JMJD6 TACGCGACGGCCTGACGTAG



Клетки HepG2 (54 пассаж стока в соответствии 
с сопроводительной документацией ATCC, 
3 пассаж в лаборатории) были нуклеофицированы
рекомбинантной ккзДНК, ПЦР-продуктом,
кодирующим РНК-проводник под контролем
промотора U6 и плазмидой, кодирующей систему
dCas9-P300 (“Addgene”).

Выделение нуклеиновых кислот

Тотальную РНК и ДНК выделяли из клеточного
образца с помощью набора РИБО-преп (Центральный
научно-исследовательский институт эпидемиологии,
Россия) в соответствии с протоколом производителя.
В полученном образце анализировали уровень
ккзДНК ВГB, как указано далее. Часть тотальной 
ДНК и РНК была подвержена ДНКазной обработке
(DNAse I, “New England Biolabs”) для удаления ДНК.
Полученная РНК была повторно выделена 
с помощью набора РИБО-преп для удаления ДНКазы,
после чего была подвергнута обратной транскрипции
с помощью набора РЕВЕРТА L (Центральный 
научно-исследовательский институт эпидемиологии).
В полученном образце, содержащем кДНК,
анализировали уровень пгРНК ВГB, как указано далее.

ПЦР в реальном времени

Уровни пгРНК в клетке измеряли относительно
уровня мРНК GAPDH. Уровни ккзДНК в клетке
измеряли относительно гена β-глобина. 
Для определения уровня пгРНК использовали 
прямой GGTCCCCTAGAAGAAGAACTCCCT и
обратный CATTGAGATTCCCGAGATTGAGAT
праймеры, уровень мРНК GAPDH определяли 
с помощью CCAGGTGGTCTCCTCTGACTT и
GTTGCTGTAGCCAAATTCGTTGT после обратной
ДНКазной обработки и обратной транскрипции.
Уровни ккзДНК определяли с помощью 
праймеров CCGTGTGCACTTCGCTTCA и
GCACAGCTTGGAGGCTTGA. Уровень гена 
β-глобина — с помощью набора V31-FEP-CE —
АmpliSens® HPV HCR-Screen (CRIE) (Центральный
научно-исследовательский институт эпидемиологии).

Статистический анализ

Статистический анализ данных выполняли 
с помощью программы GraphPad Prism.
Статистическая значимость относительно контроля
определялась с помощью t-критерия Стьюдента.
Значение считали статистически значимым при p<0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Дизайн CRISPR/Cas9 систем для расщепления
целевых регионов ДНК

Активность StCas9 с выбранными 
РНК-проводниками оценивали в реакции
нуклеолитического расщепления in vitro. Для этого 
с помощью ПЦР проводили ДНК-амплификацию
целевого фрагмента гена с генома клеток HepG2,
инкубировали ДНК с комплексом рекомбинантного
белка StCas9 и выбранным РНК-проводником.

Целевое расщепление ДНК регистрировали 
по образованию ДНК-полос с меньшей 
молекулярной массой, образованных в результате
расщепления целевой ДНК в центральном регионе.
Была продемонстрирована высокая нуклеолитическая
активность с расщеплением до 100% целевой ДНК
(рис. 3). Ряд РНК-проводников не продемонстрировал
эффективного разрезания. В результате, для каждого
гена было выбрано по одному РНК-проводнику 
для разрезания и нокаута гена.

Нокаут генов, кодирующих белки системы 
м6А метилирования влияет на уровень 
пгРНК гепатита B

После валидации РНК-проводников клетки HepG2
были нуклеофицированы системой CRISPR/Cas9,
направленной к конкретным генам, и рккзДНК ВГB. 
В качестве контроля использовали 
CRISPR/Cas9 систему с нецелевым РНК-проводником.
Эффективность трансфекции составляла ~85% [30, 31].
Влияние нокаута факторов на репликацию ВГB
проводили в динамике на 5, 10 и 14 сутки после
нуклеофекции по изменению уровней пгРНК (рис. 4) и
рккзДНК (рис. 5) ВГB. 

В результате было показано, что на пятые сутки
нокаут любого из генов, кодирующих белки-писатели
(METTL3, METTL14, METTL16) вызывал значимое
(p<0,005) повышение уровней пгРНК (рис. 4А). 
При нокауте METTL3 было отмечено повышение
уровня пгРНК более чем в два раза (Среднее (СР): 2,37;
р=0,000006), METTL16 — почти в 100 раз 
(СР: 97,63; р=0,001563), а при нокауте METTL14 —
вплоть до 2,5 тысяч раз (Нокаут 1 (KO1) — 
СР: 2,65; р=0,000547; КО2 — СР: 2505,98;
р=0,000339).Следовательно, белки-писатели могут
снижать стабильность РНК ВГB, а нокдаун 
писателей м6А — способствовать репликации ВГB.
Полученные результаты согласуются с ранее
опубликованной работой, в которой была 
показана стабилизация пгРНК ВГB при нокдауне
обоих генов METTL3/METTL14 [15]. В дальнейшем
уровни пгРНК постепенно снижались и к 14 суткам
оказывались на уровне либо ниже контрольных
значений, что может быть связано со снижением
онкогенных свойств модельных клеток HepG2,
снижением жизнеспособности в результате нокаута
генов-писателей, либо в связи с неизученными 
на сегодняшний день механизмами взаимодействия
системы м6А метилирования с пгРНК ВГB. 

Нокаут гена белка-стирателя FTO также приводил
к значительному увеличению уровней пгРНК 
(FTO KO2 СР: 21,01; р=0,0002) (рис. 4Б). Ранее 
было выявлено, что нокдаун METTL3/METTL14
приводил к снижению обратной транскрипции пгРНК,
а нокдаун FTO, напротив, приводил к её усилению.
Аналогично, двойной нокдаун METTL3/METTL14
повышал экспрессию белков HBc и HBs, 
в то время как нокдаун генов ALKBH5 и FTO
снижал уровни HBc и HBs [15]. 

Нокаут генов белков-читателей JMJD6 и
hnRNPA2B1 вызывал повышение уровня пгРНК 
уже на пятый день (рис. 4В). В образцах с нокаутом
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hnRNPA2B1 было отмечено повышение уровня пгРНК,
более чем в 490 раз (СР: 496,9; р=0,000008), в то время
как нокаут JMJD6 вызвал более чем 10-кратный
подъём уровня пгРНК (СР: 10,81; р=0,007818).
Однако, с течением времени, при нокауте hnRNPA2B1
происходило снижение уровня пгРНК: к 14 дню 
его уровень составил около трети от контрольного
значения (СР: 0,032318; p<0,000001). Нокаут JMJD6,
напротив, к 14 дню привёл к резкому повышению
уровня пгРНК (СР: 8364; p=0,000599).

Приведённые данные свидетельствуют 
об ограничении транскрипции ВГB каждым 
из изученных факторов на уровне базальной
экспрессии. При этом наибольшей активностью 
в ограничении транскрипции ВГB обладают факторы
METTL14, METTL16, METTL3, hnRNPA2B1 и JMJD6.

Нокаут белков системы м6А метилирования 
влияет на уровень ккзДНК гепатита B

Помимо транскрипции, одними из ключевых
этапов жизненного цикла ВГB являются образование
и поддержание пула ккзДНК в ядрах инфицированных
клеток. Анализ влияния нокаута генов системы м6А
на уровни ккзДНК продемонстрировал результаты,
практически идентичные данным по оценке

транскрипции ВГB. Показано, что нокаут генов
METTL14, METTL16, METTL3 резко усиливает 
уровни ккзДНК в клетках HepG2 (рис. 5А–В).При этом
нокаут гена FTO значимо снижает уровни ккзДНК.
Нокауты белков-читателей hnRNPA2B1 и JMJD6 также
снижали уровни ккзДНК, но только на пятые сутки.
На 10 и 14 сутки значимых отличий от контрольных
уровней обнаружено не было (рис. 5Б). 

Влияние нокаута и активации ключевых факторов
системы м6А на репликацию ВГB

Для прямого сравнения нокаута и гиперэкспрессии
генов системы м6А проводили трансфекцию 
клеток HepG2 с рккзДНК ВГB системой нуклеаз
CRISPR/Cas9 (для нокаута гена) либо CRISPRa 
с системой dCas9-p300 (для гиперэкспрессии) и
анализ уровней ккзДНК ВГB на 5 сутки после 
начала эксперимента. Более поздние временные 
точки сравнить не представлялось возможным 
в связи с транзиентностью активации транскрипции 
с помощью системы dCas9-p300. В результате, 
для группы факторов-писателей METTL3, METTL14,
METTL16 (рис. 6А), стирателя FTO (рис. 6Б) и
читателя JMJD6 (рис. 6В) был продемонстрирован
провирусный эффект нокаута и противовирусный —
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Рисунок 3. Результаты in vitro разрезания ДНК-мишени белком StCas9 с соответствующим РНК-проводником.
Представлены результаты in vitro разрезания с РНК-проводниками к генам hnRNPA2B1, METTL3, METTL14, JMJD6,
FTO и METTL16. KO1 и KO2 – РНК-проводники к мишеням 1 и 2 соответственно. M – маркер молекулярных масс;
РНК – контроль РНК без ДНК-матрицы и белка StCas9; Образец – образец, содержащий все компоненты реакции;
Контроль – контрольный образец, содержащий все компоненты реакции, но не содержащий белка StCas9; 
ДНК-мишень – образец целевой ДНК-мишени.



гиперэкспрессии фактора. Следовательно, данные
факторы на уровне базальной экспрессии ограничивают
уровни репликации ВГB, а при гиперэкспрессии могут
оказывать противовирусное действие. Вместе с этим,
гиперэкспрессия hnRNPA2B1 (рис. 6В) не влияла 
на уровни ккзДНК ВГB. 

ОБСУЖДЕНИЕ И ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Влияние нокдаунов факторов м6А метилирования
на уровни пгРНК ВГB оценивали в ряде исследований.
Так, к примеру, Imam и соавт. выявили, что двойной

нокдаун METTL3/METTL14 приводит к значительному
увеличению стабильности пгРНК (с 6,5 ч до 15,9 ч) [15].
На 48 ч после нокдауна METTL3/METTL14 отмечено
повышение уровней общей РНК ВГB [16, 18].Вданном
исследовании увеличение уровней пгРНК происходило
как при одиночном нокауте генов METTL3 либо
METTL14, так и при нокауте METTL16. Схожее
провирусное действие нокаута факторов-писателей м6А
выявлено и при измерении уровней ккзДНК ВГB. 

Так как деметилазы ALKBH5 и FTO 
удаляют м6А метилирование, их нокдаун зачастую
вызывает эффекты, противоположные нокдауну
метилтрансфераз. К примеру, нокдаун FTO и ALKBH5
приводил к снижению экспрессии HBc и HBs, 
в то время как нокдаун METTL3 и METTL14, 
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Рисунок 4. Уровни пгРНК ВГB относительно 
мРНК GAPDH в клетках при нокауте факторов 
системы м6А.Клетки HepG2 были ко-нуклеофицированы
рккзДНК ВГB, плазмидой, кодирующей StCas9 и 
ПЦР-продуктом, кодирующим РНК-проводник и 
U6 промотор, в трипликатах. Уровни пгРНК в образцах
были проанализированы на 5, 10 и 14 сутки 
с помощью количественного ПЦР. В качестве 
контроля использован РНК-проводник (NC), 
не направленный к мишеням в геномах клетки 
и вируса. Планки погрешности соответствуют
стандартным отклонениям. Статистическую значимость
рассчитывали с помощью t-критерия Стьюдента.
**p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001, ns – незначимо.
пгРНК – прегеномная РНК ВГB. KO – нокаут. 
NC – РНК-проводник, для которого отсутствует
комплиментарная последовательность в геноме ВГB и
геноме человека.

Рисунок 5. Динамика изменения уровней ккзДНК ВГB
при нокауте факторов м6А. Клетки HepG2 
ко-нуклеофицировали рекомбинантной ккзДНК,
плазмидой, кодирующей stCas9 и ПЦР-продуктом,
кодирующим РНК-проводник и промотор U6. Анализ
уровней рккзДНК проводили на 5, 10 и 14 сутки после
нуклеофекции. Планки погрешностей соответствуют
стандартным отклонениям. Статистическую значимость
рассчитывали с помощью t-критерия Стьюдента.
*p<0,05, **p<0,01, ***р<0,001, ns – незначимо. 
ккзДНК – короткая ковалентно-замкнутая ДНК ВГB. 
KO – нокаут. NC – РНК-проводник, для которого
отсутствует комплиментарная последовательность 
в геноме ВГB и геноме человека.



наоборот, приводил к повышению экспрессии 
данных белков [15]. Тем не менее, нокдаун FTO
увеличивал уровни пгРНК в клетке более, чем в 20 раз
относительно контроля. Помимо этого, в данной
работе впервые было изучено влияние 
нокдауна белков-читателей JMJD6 и hnRNPA2B1.
Продемонстрировано, что нокаут hnRNPA2B1
не оказывает влияния, в то время как нокаут JMJD6
резко (>8000 раз) увеличивает параметры
транскрипции и репликации ВГB. 

Эксперименты с гиперэкспрессией факторов
подтвердили роль METTL3, METTL14, METTL16 
в ограничении репликацииВГB. “Выключение” данных

факторов системами нуклеаз CRISPR/Cas9 оказывало
провирусный эффект, тогда как гиперэкспрессия —
противовирусный. Таким образом можно заключить,
что данные факторы препятствуют репликации ВГB 
в клетках человека на уровне базальной 
экспрессии. Отдельно следует отметить наблюдения, 
что нокаут факторов FTO, JMJD6 либо hnRNPA2B1
приводил к повышению транскрипции пгРНК ВГB, 
но вызывал снижение уровня ккзДНК по крайней мере
на пятые сутки. В дальнейших исследованиях
необходимо определить механизм действия этих
факторов, их взаимодействие друг с другом, с РНК и
белковыми факторами вируса и клеток человека. 
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Рисунок 6.Влияние нокаутов (KO) иCRISPR-активации транскрипции (ACT) отдельных генов на уровни ккзДНК ВГB.
KD1 и KD2 – использование различных РНК-проводников к разным регионам целевого гена. Наличие одного KD
означает, что только 1 РНК-проводник из 2 был активен по результатам in vitro теста по разрезанию ДНК-мишени.
Статистическую значимость рассчитывали с помощью t-критерия Стьюдента. **p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001, 
ns – незначимо. ккзДНК – короткая ковалентно-замкнутая ДНК ВГB. KO – нокаут. NC – РНК-проводник, для которого
отсутствует комплиментарная последовательность в геноме ВГB и геноме человека.
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N6-methyladenosine (m6A) is a common RNA modification, which plays a critical role in RNA fate and
regulating such aspects as splicing, stability, nuclear export, and translation efficiency. The introduction, removal, and
recognition of m6A modifications in RNA are regulated by a number of factors, known as writer, eraser, and reader
proteins. It is known that the m6A modification can play an important role in the life cycle of viruses, including 
hepatitis B virus. The m6A methylation system has a significant impact on the hepatitis B viral cycle (HBV),
particularly, on stability of mRNA transcripts, encapsidation efficiency, and reverse transcription of HBV pgRNA. 
In this study, we assessed the effect of knockout and activation of expression of several factors of the m6A methylation
system on the HBV viral cycle, including pregenomic RNA (pgRNA) and circular covalently closed DNA (cccDNA).
The study was carried out using the StCas9 nuclease system for knockout and the dCas9-p300 system for activation 
of gene expression. The levels of pgRNA and cccDNA were estimated by real-time PCR. The data obtained 
show the restriction of the viral cycle at the basal level by the factors METTL3, METTL14, METTL16, FTO, 
JMJD6, and hnRNPA2B1, as well as suppression of the viral cycle with overexpression of all of the above factors, 
except for hnRNPA2B1.
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