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Гепатит С стал излечим. Гепатит В — следующий?
В.П. ЧУЛАНОВ1, 2, А.П. ЗУЕВА1, 3, Д.С. КОСТЮШЕВ1, С.А. БРЕЗГИН1, Е.В. ВОЛЧКОВА2, В.В. МАЛЕЕВ1

1ФБУН Центральный НИИ эпидемиологии Роспотребнадзора, Москва, Россия; 2ФГАОУ ВО «Первый МГМУ им. И.М. Сеченова» 
Минздрава России, Москва, Россия; 3ФГБУ ВО «Московский государственный университет им. М.В. Ломоносова», Москва, Россия

Аннотация
Хронический гепатит В (ХГВ) и хронический гепатит С (ХГС) — главные причины цирроза и рака печени, от которых в мире 
ежегодно умирают более 1 млн человек. В России заболеваемость и смертность от этих причин имеет выраженную тенден-
цию к росту. Благодаря достигнутым в последние годы успехам в разработке противовирусных препаратов, ХГС перешел 
в разряд полностью излечимых заболеваний. Современные возможности лечения ХГВ позволяют эффективно подавлять 
репликацию вируса, но после отмены противовирусных препаратов, как правило, наблюдается рецидив заболевания. 
Достичь функционального излечения, элиминации HBsAg удается в редких случаях. Полное же излечение  — элимина-
ция вируса из организма в настоящее время недостижимая задача. Это связано с персистенцией кольцевой ковалентно 
замкнутой ДНК (ккзДНК) вируса гепатита В (HBV) в клетках печени, на которые современные препараты не действуют. В 
настоящее время на разных стадиях разработки находится множество новых препаратов, воздействующих на разные этапы 
жизненного цикла вируса. К ним относятся ингибиторы связывания HBV с рецептором NTCP, ингибиторы ккзДНК HBV, 
ингибиторы сборки нуклеокапсида, технологии редактирования генома (TALEN, CRISPR/Cas и др.) и РНК-интерференции. 
Кроме препаратов прямого противовирусного действия, разрабатываются подходы, усиливающие врожденный и адаптив-
ный иммунный ответ. В исследованиях некоторые из этих подходов или их комбинации позволяют добиваться функцио-
нального излечения, однако перспектива достичь полной элиминации вируса есть только при использовании технологий 
редактирования генома, позволяющих специфически расщеплять ккзДНК. В настоящее время системы нуклеаз находятся 
на ранних этапах разработки, и еще многое предстоит сделать для доказательства их эффективности и безопасности, но 
обнадеживающие результаты последних исследований не оставляют сомнений, что уже в недалеком будущем CRISPR/Cas 
и аналогичные технологии могут стать основой терапии ХГВ.

Ключевые слова: вирус гепатита В, хронический гепатит В, кольцевая ковалентно замкнутая ДНК, CRISPR/Cas9, миРНК, 
молекулярная терапия, иммунотерапия, генная инженерия.
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Chronic hepatitis B (CHB) and C (CHC) are one of the leading causes of cirrhosis and liver cancer with over a million of people 
dying annually from their consequences. In Russia CHB and CHC morbidity and related mortality show an upward trend. As a 
result of recent breakthroughs in antiviral therapeutics CHC became a curable disease. Modern therapeutics effectively suppress 
viral replication in CHB patients, but withdrawal of antivirals usually results in disease relapse. Loss of HBsAg required for the so 
called «functional cure» is a very rare event. Moreover, «complete cure» when the virus is entirely eliminated from the body is not 
possible due to a persistent form of covalently closed circular DNA (cccDNA) of hepatitis B virus (HBV) in hepatocytes refractory 
to modern antivirals. Today, there is a plethora of new promising medications being at different stages of development that target 
different steps of viral life cycle, including inhibitors of interaction between HBV and its entry receptor NTCP, inhibitors of HBV 
cccDNA, inhibitors of nucleocapsid assembly, technologies of genome editing (TALENs, CRISPR/Cas etc) and RNA-interference. 
In addition to direct acting antivirals, there is a number of approaches aimed at enhancement of the innate and adaptive immune 
responses. In experimental conditions, some of these approaches or their combinations help to achieve functional cure. However, 
complete elimination of the virus is possible only using technologies of genome editing, capable of specific cccDNA degradation. 
Nuclease systems are currently at their early stages of development, and there is a long way to prove their efficacy and safety. 
Nevertheless, highly promising results of the recent years leave no doubt that CRISPR/Cas systems and similar technologies can 
become the basis of CHB therapy.  

Key words: hepatitis B virus, chronic hepatitis B, covalently closed circular DNA, CRISPR/Cas9, miRNA, molecular therapy, im-
munotherapy, gene therapy.

АН — аналоги нуклеозидов/нуклеотидов 
APС — апуриновые/апиримидиновые сайты 
ИКТ — иммунные контрольные точки  
ИФН — интерферон 
КИ — клинические исследования 
ккзДНК — кольцевая ковалентно замкнутая ДНК 
кчдДНК — кольцевая частично двуцепочечная ДНК 
миРНК — малые интерферирующие РНК 
 мРНК — матричные РНК 

пгРНК — прегеномная РНК 
ХГВ — хронический гепатит В 
ХГС — хронический гепатит С 
ЦП — цирроз печени 
HBcAg — сore-белок (ядерный антиген HBV)
HBsAg — поверхностные белки HBV
HBV — вирус гепатита В 
NTCP — рецептор для проникновения HBV в клетку
TLR — Toll-подобные рецепторы 
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По оценкам ВОЗ, смертность от вирусных гепатитов в 
мире с 2000 г. увеличилась на 22% и превысила таковую от 
ВИЧ-инфекции. В 2015 г. от вирусных гепатитов умерли 
1,34 млн человек, причем 96% из них от цирроза печени 
(ЦП) и рака печени вследствие хронического гепатита В 
(ХГВ) и хронического гепатита С (ХГС) [1]. Согласно дан-
ным государственного статистического наблюдения в 
России заболеваемость ХГВ и ХГС по-прежнему очень 
высока: в 2016 г. 22 и 36 случаев на 100 тыс. населения со-
ответственно, что в абсолютных цифрах приближается к 
85 тыс. новых случаев. При этом заболеваемость ЦП за 
предыдущие 5 лет выросла более чем на 40%, а смертность 
от ЦП, исключая алкогольный, в 2015 г. составляла 29,4 
на 100 тыс. населения, или 34 651 случай. Из приведенных 
цифр видно, что актуальность проблемы хронических ви-
русных гепатитов не только не снижается, а стремительно 
возрастает.

За последние 5 лет новые препараты прямого проти-
вовирусного действия совершили переворот в области ле-
чения ХГС. Используя комбинацию из двух или трех пре-
паратов, в течение 12—24 нед можно добиться полной 
элиминации вируса гепатита С из организма более чем у 
90% пациентов [2]. При этом современное лечение ХГС 
не только высокоэффективно, но и безопасно — легко 
переносится, не сопряжено со значительными побочны-
ми эффектами. Несмотря на пока еще невысокую доступ-
ность таких препаратов в нашей стране, мы можем с уве-
ренностью констатировать, что ХГС перешел из разряда 
трудно поддающихся лечению болезней в категорию пол-
ностью излечимых. 

Современные подходы к лечению ХГВ основываются 
на применении препаратов интерферона (ИФН) или ана-
логов нуклеозидов/нуклеотидов (АН). В первом случае 
эффективность лечения в целом невысока. Во втором слу-
чае лечение АН позволяет подавить репликацию вируса 
практически у всех пациентов, однако для большинства 
срок лечения может быть неопределенно долгим, возмож-
но пожизненным. И в том, и в другом случае после завер-
шения лечения репликация вируса, как правило, возоб-
новляется. Элиминации HBsAg удается достичь лишь у 
небольшого числа пациентов. 

В последние десятилетия мир переживает невероят-
ный подъем во многих областях науки, включая молеку-
лярную биологию, что обусловлено прежде всего создани-
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ем и развитием новых методов и технологий. Высокопро-
изводительное секвенирование и обработка больших мас-
сивов данных заполнили множество пробелов в изучении 
природы вирусов. Технологии сайт-специфичного редак-
тирования генома открывают широкие возможности для 
развития генотерапии. Системы синтеза, прогнозирова-
ния свойств и анализа действия химических соединений 
позволяют получать сотни потенциальных лекарственных 
веществ в короткие сроки. Можно ли в этих условиях рас-
считывать, что ХГВ аналогично гепатиту С будет вычер-
кнут из списка неизлечимых заболеваний? Поиску ответа 
на этот вопрос посвящена данная публикация.

Биология вируса гепатита В. Вирус гепатита В (HBV) 
относится к семейству Hepadnaviridae. Вирионы HBV, ко-
торые также называют частицами Дейна, содержат липид-
ную оболочку клеточного происхождения, декорирован-
ную поверхностными белками вируса (HBsAg), и нуклео-
капсид, состоящий из сore-белков (HBcAg). Внутри ну-
клеокапсида находится геном вируса — кольцевая частич-
но двуцепочечная ДНК (кчдДНК) [3]. После проникнове-
ния HBV в гепатоцит кчдДНК вируса попадает в цито-
плазму клети и транспортируется в ядро, где достраивает-
ся до другой формы генома — кольцевой ковалентно зам-
кнутой ДНК (ккзДНК). ккзДНК служит матрицей для 
вирусных РНК: матричных РНК (мРНК), с которых син-
тезируются белки вируса, и прегеномной РНК (пгРНК). 
пгРНК в комплексе с вирусной полимеразой и рядом кле-
точных белов попадает в de novo синтезированный нукле-
окапсид. Внутри нуклеокапсида происходит обратная 
транскрипция, в результате которой снова образуется ге-
номная кчдДНК, в то время как пгРНК деградирует [4]. 

Почему ХГВ в настоящее время неизлечим? Основная 
причина перехода инфекции в хроническую форму — 
персистенция ккзДНК в ядре гепатоцита. Данная форма 
генома HBV характеризуется высокой стабильностью, со-
храняется в клетках печени независимо от характера и 
длительности терапии и обнаруживается даже у пациен-
тов с разрешившейся инфекцией, когда ДНК HBV и 
HBsAg в крови не выявляется [5, 6]. Поскольку ккзДНК 
может запустить весь вирусный цикл, только полная ее 
элиминация может быть условием выздоровления без ри-
ска реактивации инфекции [7]. Однако, несмотря на мно-
голетнее изучение и большой арсенал перспективных ле-
карственных препаратов, еще не удается добиться дегра-
дации всех ккзДНК в гепатоцитах.

Стабильность ккзДНК обусловлена тем, что она су-
ществует в ядре в виде мини-хромосомы в комплексе с 
гистоновыми и негистоновыми белками клетки, а также 
вирусными белками HBxAg и HBcAg. Вследствие такой 
особенности в структуре ккзДНК подвержена эпигенети-
ческой регуляции клеточными белками, которые изменя-
ют ее транскрипционную активность. Основная роль в 
этом процессе принадлежит метилированию островков 
CpG ДНК, метилированию и ацетилированию гистонов 
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[8]. Таким образом, транскрипционный статус ккзДНК, 
степень компактизации и соответственно доступность 
ДНК вируса для внешних воздействий во многом зависят 
от эпигеномной модификации белков, которые привлека-
ются к мини-хромосоме [9].

Еще одна причина хронизации инфекции — способ-
ность HBV «избегать» иммунного ответа [10, 11]. Причи-
ной нарушения интерферонового ответа в острой фазе 
инфекции является нарушение работы различных сиг-
нальных путей, которые в норме индуцируют продукцию 
интерферона при других вирусных инфекциях. Механизм 
этого феномена до конца остается не изученным. Кроме 
того, HBV создает условия устойчивой иммуносупрессии, 
снижая абсолютные количества и подавляя функцию 
специфичных для HBV Т-лимфоцитов, дендритных кле-
ток и естественных киллеров [12, 13].

Ответ на лечение ХГВ: желаемый и достижимый. Оче-
видно, что на вопрос, что является желаемым, идеальным 
ответом на противовирусную терапию, напрашивается 
ответ — излечение. Однако что считать излечением ХГВ и 
к каким конечным точкам в терапии следует стремиться в 
настоящее время — предмет активных дискуссий. Мы об-
суждаем вопрос с позиций воздействия на этиологиче-
ский фактор — HBV. В идеальном случае необходимо до-
биться полного излечения, т.е. полной элиминации виру-
са из организма, при котором не детектируется ни один 
интермедиат вирусного цикла, а в гепатоцитах не сохра-
няется ни одной копии ккзДНК. Только в этом случае 
риск развития гепатоцеллюлятной карциномы и вероят-
ность реактивации инфекции после прекращения тера-
пии будут сведены к нулю. Усилия многих разработок, о 
которых пойдет речь далее, направлены на элиминацию 
ккзДНК, однако эта цель пока недостижима. Более веро-
ятным считается достижение так называемого функцио-
нального излечения, которое характеризуется элимина-
цией HBsAg с сероконверсией или без нее. В ряде иссле-
дований доказано, что при спонтанной или индуцирован-
ной лечением элиминации HBsAg риск неблагоприятных 
исходов заболевания значительно снижается. Это связы-
вают с функциональной, транскрипционной неактивно-
стью ккзДНК. Однако даже такой цели с помощью проти-
вовирусных препаратов, имеющихся в арсенале, достичь 
удается довольно редко. Частота элиминации HBsAg при 
современных подходах к лечению ХГВ не превышает 
5—10%. Большой оптимизм вселяют результаты исследо-
ваний по возможности блокирования различных этапов 
жизненного цикла вируса. Комбинирование нескольких 
препаратов, воздействующих на разные мишени, очевид-
но, будет гораздо более эффективным. Наконец, под ча-
стичным излечением понимают стойкое подавление ре-

пликации HBV, при котором HBsAg продолжает обнару-
живаться. Такой результат лечения является вполне до-
стижимым и считается приемлемым, так как снижение 
вирусной нагрузки коррелирует со снижением риска раз-
вития неблагоприятных исходов. Однако он не может рас-
сматриваться как окончательная цель противовирусной 
терапии, а лишь как промежуточный положительный ре-
зультат. Основные критерии описанных выше вариантов 
излечения представлены в табл. 1.

В клинической практике выделяют вирусологиче-
ский, серологический, биохимический и гистологиче-
ский ответ на лечение. Наиболее важен вирусологический 
ответ, который определяется по-разному в зависимости 
от характера лечения (препараты ИФН или АН) и периода 
оценки. При лечении АН вирусологическим ответом счи-
тается отрицательный результат на ДНК HBV после 3 мес 
лечения (при аналитической чувствительности метода 
10 МЕ/мл и выше). При лечении препаратами ИФН виру-
сологический ответ определяется как уровень ДНК HBV в 
плазме крови менее 2000 МЕ/мл через 6 и 12 мес лечения. 
По завершении любого варианта лечения устойчивым ви-
русологическим ответом считается уровень ДНК HBV< 
2000 МЕ/мл на протяжении не менее 12 мес [14]. Таким 
образом, клиническое определение устойчивого вирусо-
логического ответа соответствует критериям частичного 
излечения, описанным ранее.

Открытие пгРНК в составе вирионов HBV, секрети-
руемых в кровь из инфицированных гепатоцитов, не толь-
ко во многом изменило представления о биологии вируса, 
но и породило идею об использовании пгРНК в качестве 
маркера для оценки эффективности лечения ХГВ [15]. 
Переход ккзДНК в транскрипционно-неактивную форму 
в результате воздействия лекарственных препаратов вле-
чет за собой прекращение секреции пгРНК в составе ви-
рионов. Таким образом, отрицательный результат на 
пгРНК в плазме крови косвенно свидетельствует о функ-
циональной неактивности ккзДНК в гепатоцитах и может 
рассматриваться как ранний признак скорого достижения 
функционального излечения.

Терапия ХГВ. Современные подходы к лечению ХГВ 
основываются на использовании двух групп препаратов: 
прямого противовирусного действия и иммуноопосредо-
ванного действия. К препаратам прямого противовирус-
ного действия относятся аналоги нуклеозидов (ламиву-
дин, телбивудин, энтекавир) и нуклеотидов (адефовир, 
тенофовир), которые являются ингибиторами вирусной 
полимеразы (см. рисунок). Предпочтение отдается препа-
ратам энтекавир и тенофовир, оказывающим выраженное 
противовирусное действие и обладающим высоким гене-
тическим барьером (низкий риск развития лекарственной 

Таблица 1. Основные критерии вариантов излечения ХГВ

Маркер Полное излечение 
(элиминация вируса)

Функциональное излечение 
(элиминация HBsAg)

Частичное излечение 
(устойчивый вирусологический 

ответ)
ДНК HBV в крови Не обнаруживается Не обнаруживается Не обнаруживается или менее 

2000 МЕ/мл 

HBsAg в крови Не обнаруживается Не обнаруживается Обнаруживается

ккзДНК HBV в гепато-
цитах

Не обнаруживается Обнаруживается/транскрпиционно-
неактивна

Обнаруживается/транскрипционно-
активна

В.П. Чуланов и соавт.
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устойчивости) [16]. К препаратам иммуноопосредованно-
го действия относятся различные формы ИФН-α (корот-
кого или пролонгированного действия). Их назначение 
оправдано пациентам, у которых мы вправе ожидать от-
носительно более высокую эффективность такого лече-
ния (HBeAg-положительный ХГВ, низкая вирусная на-
грузка, низкий уровень HBsAg, повышенная активность 
трансаминаз, генотип А HBV) [17]. Несмотря на то что 
современные противовирусные препараты могут пода-
влять активную репликацию вируса, ккзДНК HBV не яв-
ляется мишенью такого рода терапии и служит причиной 
реактивации вирусной инфекции при ее завершении.

По мере изучения молекулярной биологии HBV и его 
взаимодействий с клеткой появляются новые подходы к 
лечению ХГВ, направленные на различные стадии жиз-
ненного цикла вируса (см. рисунок). Некоторые, наиболее 
перспективные, экспериментальные методы лечения 
описаны далее. Препараты для лечения ХГВ, находящие-
ся в разработке приведены табл. 2.

Экспериментальные методы лечения ХГВ: препараты 
прямого противовирусного действия

Ингибиторы связывания HBV с рецептором. Главным 
рецептором, посредством которого HBV проникает в ге-
патоцит, является NTCP (sodium taurocholate co-
transporting polypeptide). Мирклюдекс-B представляет 
синтетический липопептид, полученный на основе pre-
S1-домена белка оболочки HBV. Данный препарат эф-
фективно ингибирует проникновение HBV в клетку, по-

скольку конкурирует с ним за возможность связывания с 
рецептором NTCP [18]. В эксперименте у иммунодефи-
цитных гуманизированных мышей, инфицированных 
HBV, наблюдалось снижение вирусной нагрузки в сыво-
ротке крови. Мирклюдекс-В не только ингибировал уве-
личение количества ккзДНК в инфицированных клетках, 
но и предотвращал дальнейшее распространение вируса в 
неинфицированные гепатоциты [19]. В настоящее время 
препарат находится во II фазе клинических исследований 
(КИ). Показаны его безопасность, хорошая переноси-
мость и эффективность в широком диапазоне доз (0,5—
10 мг). Значительное снижение уровня ДНК HBV (более 
1 log10) к 12-й неделе лечения наблюдалось у 75% пациен-
тов, получающих 10 мг препарата [20]. В будущем препа-
рат может стать важным компонентом комбинированных 
схем лечения ХГВ.

Ингибиторы ккзДНК HBV. Одним из этапов жизнен-
ного цикла вируса, на который может быть направлено 
воздействие с целью предотвращения образования 
ккзДНК, является конверсия кчдДНК в ккзДНК. К инги-
биторам этого процесса относятся два двузамещенных 
сульфонамида ССС-0975 и ССС-0346 [21]. Показано, что 
данные молекулы снижают количества ккзДНК в культу-
ре клеток гепатоцитов утки в 2 раза. Однако эти соедине-
ния не стимулировали деградацию ккзДНК, т.е. эффект 
снижения связан только с нарушением образования 
ккзДНК de novo. Данная работа хорошо демонстрирует 
возможности современных технологий. Авторам за 5 мес 

Жизненный цикл HBV и ключевые мишени для противовирусной терапии. 
ЭР — эндоплазматическая сеть (эндоплазматический ретикулум).

Гепатит С излечим. Гепатит В — следующий?
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Таблица 2. Препараты для лечения ХГВ, находящиеся в разработке 

Препарат Механизм Фаза испытаний Фармацевтическая 
компания

Ингибиторы проникновения HBV в гепатоциты
Мирклюдекс-В Ингибитор проникновения вируса в клетку 

через рецептор NTCP 
II «Hepatera»

Циклоспорин Конкурентный ингибитор проникновения 
вируса через рецептор NTCP

Утвержденный FDA препарат 
(не для HBV), доклинические 

испытания для HBV
Эзетимиб Конкурентный ингибитор проникновения 

вируса через рецептор NTCP 
Утвержденный FDA препарат 
(не для HBV), доклинические 

испытания для HBV
Ингибиторы ккзДНК: деградация, подавление транскрипции и элиминация

ZFNs Блокируют транскрипцию ккзДНК, инги-
бируют образование ккзДНК, подавляют 
транскрипционную активность ккзДНК, 
редактируют ккзДНК и вызывают мутации

Доклиническая
TALENs "
CRISPR/Cas9

"
CCC-0975 Напрямую блокирует конверсию кчдДНК 

в ккзДНК "
CCC-0346 Напрямую блокирует конверсию кчдДНК 

в ккзДНК "
Агонист LT-β R Усиливает продукцию APOBEC3B "

Ингибиторы сборки капсида
Морфотиадин (GLS4) Ингибитор сборки капсида II «HEC»
NVR 3—778 Ингибитор сборки капсида II «Janssen»
AIC 649 Ингибитор сборки капсида I «AiCuris»
JNJ56136379 Ингибитор сборки капсида I «Janssen»
ABI-H0731 Фактор аллостерической модификации 

Core-белка (CpAMs)
I «Assembly Biosciences 

Inc.»
AB-423 Фактор аллостерической модификации 

Core-белка (CpAMs)
I «Arbutus Biopharma»

Ингибиторы HBsAg: нарушают образование HBsAg
Rep 2139 Ингибитор HBsAg II «Replicor»
Rep 2165 Ингибитор HBsAg II «Replicor»
GC1102 Рекомбинантный иммуноглобулин 

человека к HBV
I «Green Cross»

Антисмысловые молекулы: связываются с мРНК вируса и предотвращают трансляцию белков
IONIS-HBVRx 
(GSK3228836)

Ингибитор трансляции белков HBV I «IONIS Pharmaceuticals/
GSK»

IONIS-HBVLRx 
(GSK33389-404)

Ингибитор трансляции белков HBV I «IONIS Pharmaceuticals/
GSK»

Малые интерферирующие РНК: связываются и разрушают РНК вируса
ARB-1467 Малая интерферирующая РНК II «Arbutus Biopharma»
ARB-1740 II «Arbutus Biopharma»
ALN-HBV Доклиническая «Alnylam» 

«Pharmaceuticals»
Hepbama (BB-HB-331) " «Benitec»
Lunar-HBV " «Arcturus/Janssen»
ARO-HBV " «Arrowhead Pharma»

Агонисты внутриклеточного иммунного ответа
GS 9620 Агонист TLR-7 II «Gilead»
RO6864018 (RG7795, 
ANA773)

Агонист TLR-7 II «Roche»

SB9200 Агонист RIG-1 и NOD2 II «Spring Bank 
»«Pharmaceuticals»

AIC649 Индуцирует естественный противовирус-
ный иммунный ответ. Дополнительно 
к этому, препятствует развитию фиброза, 
оказывает противоопухолевое действие

II «AiCuris»

Примечание. FDA — Управление по контролю за качеством лекарственных препаратов и пищевых продуктов США.

В.П. Чуланов и соавт.
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удалось оценить влияние на вирусный цикл 85 тыс. низ-
комолекулярных соединений и отобрать из их 2, давших 
эффект, для дальнейших исследований.

Технологии «редактирования» генома. Большой инте-
рес представляют технологии «редактирования» генома, 
основанные на использовании нуклеаз — ферментов, 
способных избирательно связываться с определенными 
нуклеотидными последовательностями в составе целевой 
молекулы ДНК и катализировать ее расщепление. К ним 
относятся нуклеазы с «цинковыми пальцами» (zinc-finger 
nucleases — ZFN), TALEN (transcription activator-like 
effector nucleases) и CRISPR/Cas9 (clustered regularly 
interspaced short palindromic repeats/Cas nucleases) — си-
стемы, которые могут «разрезать» заданный участок по-
следовательности ДНК, но при этом не оказывать цито-
токсического действия, связанного с внецелевым воздей-
ствием на геном клетки [22]. Наиболее перспективной в 
настоящее время является технология «редактирования» 
генома на основе сайт-специфических нуклеаз CRISPR/
Cas9. Сайтспецифичесные нуклеазы вызывают двуцепо-
чечные разрывы ДНК и могут использоваться как инги-
биторы репликации HBV.

Элементами CRISPR-систем являются проводники 
РНК (guide RNAs) и белки Cas. Узнавание осуществляется 
за счет взаимодействия РНК с комплементарным участ-
ком ДНК. Система представляет собой комплекс из РНК 
и белков Cas, обладающих нуклеазной активностью. Опу-
бликовано несколько успешных работ с использованием 

этой системы для HBV. В клетках HepAD38, экспрессиру-
ющих геном HBV, наблюдалось значительное снижение 
уровня ДНК вируса при трансдукции клеток плазмидой, 
кодирующей Cas9, и кассетой из трех проводников РНК, 
комплементарных последовательностям HBV. В клетках 
HepaRG также отмечено понижение уровня ккзДНК. Та-
ким образом, показано эффективное снижение числа ко-
пий ДНК и ккзДНК как на модели хронической инфек-
ции (HepAD38-клетки), так и при инфекции de novo 
(HepaRG-клетки) [23].

В других работах целевой последовательностью в гено-
ме HBV выбрана рамка считывания, кодирующая белок X. 
При этом подтверждена эффективность модели in vivo с ис-
пользованием системы, экспрессирующей ккзДНК в клет-
ках печени мыши. C. Dong и соавт. [24] продемонстрирова-
ли, что система может сокращать количество ккзДНК и 
подавлять репликацию вируса как в клетках, трансфициро-
ванных ккзДНК, так и на модели гуманизированных мы-
шей in vivo. С. Seeger и J. Sohn [23] показали, что при двуце-
почечных разрывах ДНК, вносимых системами CRISPR/
Cas9 на модели клеток HepG2-NTCP, инфицированных 
HBV, репарация разрывов преимущественно происходит 
по пути негомологичного соединения концов, т.е. системы 
CRISPR/Cas9 вносят многочисленные мутации в геном 
HBV [25]. Опубликованные данные по действию систем 
CRISPR/Cas9 на цикл HBV приведены в табл. 3.

Таким образом, во многих исследованиях продемон-
стрирована высокая эффективность системы CRISPR/

Таблица 3. Основные результаты исследований противовирусных свойств CRISPR/Cas9 при HBV-инфекции на мо-
дельных системах

Исследование Результаты Ссылка
S. Lin et al. На линии клеток Huh7: снижение экспрессии мРНК HBsAg на 96%. Уменьшение уровня 

HBsAg в культуральной среде на 64% 
Частота целевого мутагенеза до 25,6% при использовании комбинации двух РНК-
проводников 
Эффективность расщепления ДНК HBV in vivo после 2 введений препарата составила 50% [26]

J. Wang et al. На линии клеток Huh7: снижение уровня HBsAg в культуральной среде на 93%. Снижение 
уровня HBeAg на 80%
Эффективность расщепления ДНК HBV при использовании комбинации из двух РНК-
проводников до 100%
Уменьшение уровня ккзДНК на 45% [27]

S. Zhen et al. На линии клеток HepG2.2.15: снижение уровня HBsAg в культуральной среде на 61%
Снижение уровня ккзДНК на 78%
Частота целевого мутагенеза геномов HBV in vivo до 75% [28]

C. Seeger и J. Sohn На линии клеток HepG2/NTCP: снижение экспрессии HBcAg в 10 раз [25]
E. Kennedy et al. На линии клеток HepAD38: снижение уровня ДНК HBV в клетках в 125 раз и в культураль-

ной среде в 800 раз
Снижение уровня ккзДНК в 10 раз
HBsAg в культуральной среде в на уровне предела обнаружения [23]

C. Dong et al. На линии клеток Huh7: снижение уровня HBsAg в культуральной среде на 50%.
Снижение уровня ккзДНК на 40%
Снижение уровня ккзДНК на 65% в ткани печени in vivo [24]

X. Liu et al. На линии клеток HepG2: при использовании комбинации проводников РНК уровень пгРНК 
и ДНК HBV (внутриклеточной и в культуральной среде) снижается почти на 100%
Снижение количества HBsAg в плазме крови мышей in vivo на 95% [29]

V. Ramanan et al. Эксперимент in vivo: снижение секреции HBsAg, снижение вирусной нагрузки 4 раза
На линии клеток HepG2.2.15: уменьшение уровня ДНК HBV в культуральной среде на 95%, 
пгРНК более, чем на 50%
Снижение уровня ккзДНК на 92% через 5 нед после трансдукции [30]

M. Karimova et al. На линиях клеток HepG2.2.15 и HepG2-H1.3: значительное подавление образования вирио-
нов и снижение количества HBsAg в культуральной среде
Количество мутантных вариантов, содержащих вставки и делеции, до 93,9% [31]

Гепатит С излечим. Гепатит В — следующий?
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Cas9 при разрушении различных форм ДНК HBV, что по-
зволяет считать данный подход одним из наиболее пер-
спективных направлений разработки противовирусных 
препаратов для лечения ХГВ. 

Ингибиторы сборки нуклеокапсида HBV. Белок нукле-
окапсида HBV (HBcAg) играет центральную роль в жиз-
ненном цикле вируса, обеспечивая упаковку генома, уча-
ствуя в обратной транскрипции и множестве других клю-
чевых процессов, необходимых для поддержания стабиль-
ной инфекции. Сборка нуклеокапсида — сложный много-
компонентный процесс, ингибирование которого может 
остановить репликацию вируса и восполнение пула 
ккзДНК, а потому является привлекательной мишенью 
для противовирусного воздействия. 

Два препарата находятся в разработке у компании 
«Janssen»: NVR 3—778 (II фаза КИ) и JNJ56136379 (I фаза 
КИ). Наиболее хорошо изучен препарат NVR 3—778, ко-
торый ингибирует сборку нуклеокапсида и ряд других 
функций HBcAg в микромолярных концентрациях in vitro 
и in vivo. Он продемонстрировал активность в отношении 
HBV разных генотипов, хорошую переносимость, биодо-
ступность и фармакокинетику при дозировании 1 раз в 
день. Эффективность данного препарата показана также в 
комбинации с аналогами нуклеоз(т)идов [32].

Препарат морфотиадин (GLS4) компании «HEC 
Pharma» относится к группе гетероарилдигидропирими-
динов, является селективным ингибитором сборки нукле-
окапсида HBV и также находится во II фазе КИ. GLS4 
продемонстрировал выраженную ингибирующую актив-
ность в культуре клеток HBV HepG2.2.15, в том числе в 
отношении резистентных к АН штаммов HBV. Препарат 
имеет благоприятный фармакокинетический профиль и 
достаточно безопасен для проведения дальнейших иссле-
дований [33]. 

Недавно открыта еще одна группа веществ, ингиби-
рующих сборку нуклеокапсида, которая получила назва-
ние факторов аллостерической модификации core-белка 
(сore protein allosteric modifiers— CpAMs), одним из кото-
рых является ABI-H0731 («Assembly Biosciences», I фаза 
КИ). На моделях in vitro показано, что CpAM снижают ре-
пликацию HBV, уровень ккзДНК, HBeAg, HBsAg и 
пгРНК [34]. 

Для ингибитора AB-423 («Arbutus Biopharma», I фаза 
КИ) показана активность на двух разных стадиях жизнен-
ного цикла HBV: инкапсидации пгРНК и формирования 
ккзДНК. В культуре клеток HepAD38 и гепатомы челове-
ка показан аддитивный и синергетический эффект при 
комбинированном использовании АН и препаратов из 
группы малых интерферирующих РНК (миРНК), о кото-
рых пойдет речь далее [35].

РНК-интерференция. Одной из перспективных мише-
ней для противовирусных препаратов является транс-
крипция вирусных мРНК. При хронической инфекции, 
вызванной HBV, как правило, наблюдается избыточный 
синтез HBsAg и других вирусных белков, постоянное воз-
действие которых на Т-лимфоциты приводит к истоще-
нию Т-клеточного звена иммунитета. Подавление или 
полная блокировка экспрессии вирусных мРНК может 
привести к значительному снижению уровня антигенов 
HBV и как следствие восстановлению иммунитета [36]. 
Механизм РНК-интерференции — подавления экспрес-
сии целевых генов с помощью малых молекул РНК — в 

настоящее время широко используется как один из ин-
струментов для создания лекарственных препаратов. Опу-
бликовано более десятка перспективных эксперимен-
тальных разработок препаратов против HBV на основе 
малых некодирующих РНК. Интерес представляет препа-
рат ARC-520 («Arrowhead», II фаза КИ), содержащий 2 ма-
лые интерферирующие РНК (миРНК), конъюгирован-
ные с молекулой холестерина, которые комплементарны 
2 регионам в геноме HBV. Препарат демонстрировал до-
зозависимое подавление экспрессии HBsAg. После одно-
кратного введения 2 мг/кг ARC-520 наблюдалось сниже-
ние уровня HBsAg до 50% на протяжении 43—57 дней. 
При этом частота нежелательных явлений не отличалась 
от таковой при применении плацебо [37].

Препарат ARB-1467 («Arbutus Biopharma», II фаза 
КИ) включает 3 миРНК, комплементарные фрагментам S 
и X генов HBV, которые заключены в липидные наноча-
стицы. При внутривенном введении 1 раз в неделю в ис-
следованиях дает синергетический эффект при комбина-
ции с энтекавиром или AB-423. Эта же компания выводит 
во II фазу КИ свой препарат второго поколения ARB-
1740, демонстрирующий в 10 раз более высокую актив-
ность по сравнению с ARB-1467 [38]. 

 На I/II стадии КИ находится препарат компании 
«Alnylam ALN-HBV», который представляет собой 
миРНК, конъюгированную с N-ацетилгалактозамином и 
нацеленную на высококонсервативный фрагмент X гена 
HBV. Особая форма конъюгата с повышенной стабильно-
стью позволяет вводить препарат подкожно 1 раз в месяц и 
добиваться высокой терапевтической эффективности [39]. 

Несомненными достоинствами подхода на основе 
миРНК являются его универсальность, возможность бы-
строй адаптации к новым вариантам вируса, разработки 
препаратов пролонгированного действия, а также меха-
низм действия, основанный на подавлении экспрессии 
генов. Из недостатков следует упомянуть инъекционный 
способ введения и чувствительность к мутациям в геноме 
вируса. Кроме того, в ряде работ показано, что при ис-
пользовании миРНК возможны такие нежелательные эф-
фекты, как неспецифическая активация иммунной систе-
мы, связывание с нецелевой мРНК, нарушение процес-
синга микроРНК в клетке и нарушение посттранскрип-
ционной регуляции генов. Поэтому вопрос безопасности 
использования технологии РНК-интерференции остается 
весьма актуальным. 

Экспериментальные методы лечения ХГВ: иммуномоду-
лирующая терапия. Усиление иммунного ответа. Хорошо 
известно, что патогенез ХГВ определяется иммунными 
механизмами. Слабовыраженный Т-клеточный ответ на 
этапе острой инфекции играет решающую роль в разви-
тии хронического процесса. Повреждение гепатоцитов 
при ХГВ опосредовано иммунными реакциями. HBV об-
ладает способностью подавлять врожденный и адаптив-
ный иммунный ответ, используя различные тактики. По 
этим причинам иммуномодулирующие методы терапии 
играют важную роль в лечении ХГВ. Иммунный механизм 
разрушения ккзДНК HBV описан J. Lucifora и соавт. [40], 
которые в эксперименте показали, что индукция внутри-
печеночного противовирусного иммунного ответа может 
вызывать стимуляцию нецитолитического расщепления 
ккзДНК в инфицированных гепатоцитах. Под воздей-
ствием высоких доз ИФН-α и агонистов LTβR происхо-
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дило повышение уровня дезаминаз APOBEC3A и 
APOBEC3B, которые вызывали образование апуриновых/
апиримидиновых сайтов (APС) в ккзДНК без поврежде-
ния ДНК генома клетки. APOBEC3A и APOBEC3B — од-
ни из немногих факторов, которые могут напрямую дей-
ствовать на ккзДНК. Они локализуются вместе с белком 
HBc и транспортируются в ядро, где дезаминируют ма-
трицы ккзДНК. Дезаминазы способны взаимодейство-
вать с одноцепочечной ДНК, таким образом, ккзДНК мо-
жет быть подвержена действию дезаминаз только в транс-
крипционно активном состоянии. 

При действии дезаминаз происходит замена гуанина 
на урацил, который распознается гликозилазами клетки и 
отщепляется с образованием APС. Они в свою очередь 
расщепляются эндонуклеазами, что приводит к деграда-
ции молекул ккзДНК. Почему происходит расщепление 
ккзДНК, а не ее репарация, пока неясно, однако авторы 
высказали предположение, что количество APС оказыва-
ется слишком велико, и репарационные механизмы не 
способны справиться с таким количеством повреждений. 
Использование препаратов, индуцирующих действие де-
заминаз APOBEC, в комбинации с другими антивирусны-
ми агентами может стать эффективным терапевтическим 
подходом для лечения ХГВ. Агонисты LTβR активны даже 
при использовании в низких дозах в отличие от ИФН-α и 
не оказывают токсического действия на клетки in vivo и in 
vitro [40]. 

Семейство Toll-подобных рецепторов (TLR) — важ-
нейший регулятор обеих ветвей иммунитета, который ак-
тивируется в ответ на внедрение широкого спектра пато-
генов [41]. Стимуляция TLR патогеном приводит к экс-
прессии многих генов, таких как ко-стимулирующие мо-
лекулы и провоспалительные цитокины [42]. Выяснилось, 
что экспрессия TLR на гепатоцитах понижает уровень 
продукции HBV [43]. Это свидетельствует, что активация 
иммунного ответа, опосредованная TLR, может контро-
лировать инфекцию HBV. Препарат GS-9620 («Gilead 
Sciences», II фаза КИ), селективный агонист TLR7, сни-
жает уровень ДНК HBV у шимпанзе с хронической ин-
фекцией HBV [44]. В I фазе КИ показана безопасность 
препарата у 75 здоровых волонтеров, а также его способ-
ность активировать экспрессию генов, стимулированных 
ИФН, у пациентов с ХГВ [45]. 

Ингибиторы контрольных точек иммунного ответа. 
Контрольные точки иммунного ответа, или иммунные 
контрольные точки (ИКТ, англ.: immune checkpoints) — 
семейство молекул, которые стимулируют или подавляют 
реакции клеточного иммунитета. Они играют ключевую 
роль в поддержании гомеостаза иммунной системы и пре-
дотвращении аутоиммунного ответа. Одной из ингибиру-
ющих ИКТ является рецептор программированной смер-
ти клеток PD-1, который способен инактивировать клет-
ки иммунной системы при взаимодействии со своими 
лигандами PD-L. У пациентов с ХГВ наблюдали повыше-
ние экспрессии PD-1 на T-клетках CD8(+) [46]. Блокиро-
вание PD-1 увеличивает пролиферацию Т-клеток CD8(+) 
и продукцию ИФН-γ в лимфоцитах [47]. Таким образом, 
блокирование ингибирующих ИКТ может усилить проти-
вовирусный иммунный ответ. Эффективность подобного 
подхода уже доказана, и он используется в практике при 
лечении ряда онкологических заболеваний. Комбинация 
новых иммуномодулирующих агентов с прямыми проти-

вовирусными препаратами может стать перспективным 
подходом к лечению больных ХГВ. 

Заключение
Хронические гепатиты В и С как в мире, так и в Рос-

сии являются главными причинами цирроза и рака пече-
ни, смертность от которых ежегодно возрастает. Благодаря 
бурному развитию биомедицинской науки и новых техно-
логий разработки лекарственных средств, всего за не-
сколько лет создано более десятка высокоэффективных 
противовирусных препаратов, которые не оставили шанса 
вирусному гепатиту С — в настоящее время это заболева-
ние полностью излечимо. Излечение от гепатита В — зна-
чительно более трудная задача, однако результаты совре-
менных исследований позволяют надеяться на успех. 

Ключевой мишенью в жизненном цикле HBV являет-
ся ккзДНК, элиминация которой будет означать полное 
излечение от инфекции. Среди новых групп лекарствен-
ных препаратов, находящихся на разных стадиях разра-
ботки, каждая обладает рядом достоинств и недостатков. 
Показавшие высокую эффективность и хорошую перено-
симость ингибиторы связывания HBV с рецептором 
NTCP позволяют предотвращать проникновение вируса в 
неинфицированные клетки, но не воздействуют на 
ккзДНК. При прекращении приема этих препаратов про-
исходит реактивация ХГС. Ингибиторы синтеза ккзДНК 
снижают образование ккзДНК de novo, однако ранее на-
копленные матрицы продолжают персистировать в клет-
ках печени. Ингибиторы сборки нуклеокапсида не только 
подавляют сборку вирионов, но и действуют на некано-
нические функции сore-белка HBV. Тем самым негатив-
ное влияние HBV на организм снижается в большей сте-
пени. Технология РНК-интерференции не просто преры-
вает цикл HBV, но полностью останавливает образование 
вирусных белков — НВх, НВs и НВс, с которыми связана 
трансформация клеток и развитие гепатоцеллюлярной 
карциномы. Препараты, усиливающие иммунный ответ, 
и ингибиторы ИКТ в целом эффективны, однако как те-
рапевтический подход могут быть использованы только в 
комбинации с препаратами прямого действия. Одна об-
щая особенность каждой из перечисленных групп состоит 
в том, что они не действуют на ккзДНК HBV и позволяют 
достичь в лучшем случае «функционального» излечения. 
Персистирующие ккзДНК сохраняются в клетке, и пре-
кращение приема препаратов почти всегда приводит к ре-
активации инфекции. 

По мнению авторов, технологии сайт-специфичес-
кого расщепления ккзДНК — наиболее перспективная в 
настоящее время стратегия, на основе которой могут быть 
созданы подходы, позволяющие добиться полного изле-
чения от ХГВ. Системы нуклеаз пока находятся на ранних 
этапах разработки и еще многое предстоит сделать для до-
казательства их эффективности и безопасности, но обна-
деживающие результаты последних исследований не 
оставляют сомнений в том, что уже в недалеком будущем 
CRISPR/Cas и аналогичные технологии могут стать осно-
вой терапии ХГВ. 

Авторы заявляют об отсутствии конфликта интересов.

Работа выполнена при поддержке гранта РНФ №16-
15-10426.

Гепатит С излечим. Гепатит В — следующий?
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