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Íàïðàâëåííîå ãåíîìíîå ðåäàêòèðîâàíèå ñ èñïîëüçîâàíèåì ïðîãðàììèðóåìûõ íóêëåàç çà êîðîòêîå
âðåìÿ çàíÿëî ïåðåäîâûå ïîçèöèè ñðåäè òåõíîëîãèé ìîäèôèêàöèé ãåíîìà. Ïëþðèïîòåíòíûå ñòâîëîâûå
êëåòêè ÷åëîâåêà ïðåäñòàâëÿþò ñîáîé óíèêàëüíóþ ïëàòôîðìó äëÿ èçó÷åíèÿ ôóíêöèè ãåíîâ, äåéñòâèÿ ëå-
êàðñòâåííûõ ïðåïàðàòîâ è ìîäåëèðîâàíèÿ çàáîëåâàíèé íà òêàíÿõ. Äëÿ ðàáîòû ñ òàêîé ñèñòåìîé íåîáõî-
äèìà òåõíîëîãèÿ áûñòðîãî, òî÷íîãî è õîðîøî êîíòðîëèðóåìîãî ìàíèïóëèðîâàíèÿ ãåíîìîì. Äëÿ ðåøå-
íèÿ ýòîé çàäà÷è ìîæåò áûòü èñïîëüçîâàíà ñèñòåìà CRISPR/Cas (clustered regularly interspaced short pa-
lindromic repeat/CRISPR-associated), îñíîâàííàÿ íà äåéñòâèè íàïðàâëÿåìîé Cas9 ýíäîíóêëåàçû,
ñïîñîáíîé ïðîèçâîäèòü ðàñùåïëåíèå ÄÍÊ â èíòåðåñóþùèõ ñàéòàõ-ìèøåíÿõ. Ðÿä ñóùåñòâåííûõ ïðåè-
ìóùåñòâ CRISPR/Cas è åå óñïåøíîå ïðèìåíåíèå íà ëèíèÿõ ïëþðèïîòåíòíûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê îòêðû-
âàþò øèðîêèå âîçìîæíîñòè â îáëàñòè ãåííîé òåðàïèè è ðåãåíåðàöèîííîé ìåäèöèíû. Â íàñòîÿùåé ïóá-
ëèêàöèè ìû äàåì îáçîð îñíîâíûõ ñèñòåì íàïðàâëåííîãî ãåíîìíîãî ðåäàêòèðîâàíèÿ íà îñíîâå ïðîãðàì-
ìèðóåìûõ íóêëåàç, ïðèâîäèì ñðàâíåíèå ýòèõ ñèñòåì, ðàññìàòðèâàåì ìåõàíèçì ðàáîòû è âîçìîæíîñòè
ñèñòåìû CRISPR/Cas, à òàêæå ïåðñïåêòèâû åå ïðèìåíåíèÿ ê ëèíèÿì ïëþðèïîòåíòíûõ ñòâîëîâûõ êëå-
òîê.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: CRISPR/Cas, ãåíîìíîå ðåäàêòèðîâàíèå, ïëþðèïîòåíòíûå ñòâîëîâûå êëåòêè,
ZFNs, TALENs.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ñèñòåìà CRISPR/Cas — clustered regularly interspaced short palindromic
repeat/CRISPR-associated, crRNA — CRISPR ÐÍÊ, ESCs — ýìáðèîíàëüíûå ñòâîëîâûå êëåòêè, hPSCs —
ïëþðèïîòåíòíûå ñòâîëîâûå êëåòêè ÷åëîâåêà, HDR — íàïðàâëÿåìàÿ ãîìîëîãèåé ðåïàðàöèÿ, iPSCs —
èíäóöèðîâàííûå ïëþðèïîòåíòíûå ñòâîëîâûå êëåòêè, NHEJ — íåãîìîëîãè÷íîå âîññîåäèíåíèå êîíöîâ
ïðè ðåïàðàöèè, sgRNA — îäèíî÷íàÿ ãèä-ÐÍÊ, tractRNA — òðàíñàêòèâèðóþùàÿ crRNA, ZFN — íóêëåà-
çà «öèíêîâûå ïàëüöû».

Íîâûé ïîäõîä ê ðåäàêòèðîâàíèþ ãåíîìà íà îñíîâå
íàïðàâëÿåìûõ íóêëåàç â êîðîòêîå âðåìÿ ïðèîáðåë ïîïó-
ëÿðíîñòü è ñòàë óñïåøíî ïðèìåíÿòüñÿ â èññëåäîâàíèÿõ â
îáëàñòè ôóíêöèîíàëüíîé ãåíîìèêè, ïîëó÷åíèè òðàíñãåí-
íûõ îðãàíèçìîâ è ýêñïåðèìåíòàõ â îáëàñòè ãåííîé òåðà-
ïèè. Ïëþðèïîòåíòíûå ñòâîëîâûå êëåòêè ÷åëîâåêà (hPSCs)
âêëþ÷àþò â ñåáÿ ýìáðèîíàëüíûå ñòâîëîâûå êëåòêè (hESCs)
è èíäóöèðîâàííûå ïëþðèïîòåíòíûå ñòâîëîâûå êëåòêè
(iPSCs), ïîëó÷åíèå êîòîðûõ èç çðåëûõ ñîìàòè÷åñêèõ ñòà-
ëî âîçìîæíûì îòíîñèòåëüíî íåäàâíî áëàãîäàðÿ âûÿâëå-
íèþ ÷åòûðåõ íåîáõîäèìûõ äëÿ ýòîãî ôàêòîðîâ — Oct3/4,
Sox2, Klf4 è c-Myc (Takahashi et al., 2007). hPSCs ñïîñîá-
íû ê ñàìîîáíîâëåíèþ, èìåþò íåîãðàíè÷åííûé ïðîëèôå-
ðàòèâíûé ïîòåíöèàë è ïðåäñòàâëÿþò ñîáîé ïîñòîÿííî îá-
íîâëÿþùèéñÿ ýêñïåðèìåíòàëüíûé ìàòåðèàë (Thomson,
1998), ïðèãîäíûé äëÿ áûñòðîãî øèðîêîìàñøòàáíîãî àíà-
ëèçà. Ýòè êëåòî÷íûå ëèíèè ñïîñîáíû ãåíåðèðîâàòü âñå
êëåòî÷íûå òèïû, âêëþ÷àÿ ðåäêèå è òðóäíîäîñòóïíûå ïî-
ïóëÿöèè êëåòîê ÷åëîâåêà. hPSCs ïðåäñòàâëÿþò ñîáîé
óíèêàëüíóþ ïëàòôîðìó äëÿ èçó÷åíèÿ ãåíîâ, âîâëå÷åííûõ
â ìîëåêóëÿðíûå ìåõàíèçìû âîçíèêíîâåíèÿ àíîìàëüíûõ

ôåíîòèïîâ, ìîäåëèðîâàíèÿ çàáîëåâàíèé íà òêàíÿõ, èçó÷å-
íèÿ äåéñòâèÿ ëåêàðñòâåííûõ ïðåïàðàòîâ. Äàííûé ïîäõîä
îòêðûâàåò øèðîêèå âîçìîæíîñòè â îáëàñòè ãåííîé òåðà-
ïèè è ðåãåíåðàöèîííîé ìåäèöèíû. Ê ïðèìåðó, äëÿ ëå÷å-
íèÿ ìîíîãåííûõ çàáîëåâàíèé òåîðåòè÷åñêè èç ñîìàòè÷å-
ñêèõ êëåòîê ïàöèåíòà ìîãóò áûòü ïîëó÷åíû iPSÑs, êîòî-
ðûå ìîãóò áûòü êîððåêòèðîâàíû, äèôôåðåíöèðîâàíû â
êëåòêè, ïðèãîäíûå äëÿ òåðàïèè, è òðàíñïëàíòèðîâàíû â
îðãàíèçì ïàöèåíòà äëÿ âîññòàíîâëåíèÿ ôóíêöèè (ðèñ. 1, à).

Äëÿ ðàáîòû ñ òàêîé ñèñòåìîé íåîáõîäèìà õîðîøî
ðàçâèòàÿ òåõíîëîãèÿ áûñòðîãî, òî÷íîãî è õîðîøî êîíòðî-
ëèðóåìîãî ìàíèïóëèðîâàíèÿ ãåíîìîì. Ê ñîæàëåíèþ, óñïåø-
íî ïðèìåíÿåìîå ê ìûøèíûì ESCs ðåäàêòèðîâàíèå ÷åðåç
ãîìîëîãè÷åñêóþ ðåêîìáèíàöèþ (Thomas, Capecchi, 1986;
Capecchi, 2005) íå îêàçàëîñü ýôôåêòèâíûì äëÿ hPSCs
(Hockemeyer, Jaenisch, 2010).

Òåõíîëîãèè íàïðàâëåííîãî ðåäàêòèðîâàíèÿ ãåíîìà
íà îñíîâå ïðîãðàììèðóåìûõ íóêëåàç ïðåäîñòàâëÿþò âîç-
ìîæíîñòü ýôôåêòèâíîé è òî÷íîé ãåíåòè÷åñêîé ìîäèôè-
êàöèè ïóòåì îáðàçîâàíèÿ äâóõíèòåâûõ ðàçðûâîâ ÄÍÊ â
èíòåðåñóþùèõ ñàéòàõ-ìèøåíÿõ âûñîêîñïåöèôè÷íûìè
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Ðèñ. 1. Ñèñòåìû ðåäàêòèðîâàíèÿ ãåíîìà íà îñíîâå íàïðàâëÿåìûõ íóêëåàç è âîçìîæíîñòü èõ ïðèìåíåíèÿ â ãåííîé òåðàïèè.

à — ïðèìåíåíèå ñèñòåì ãåííîãî ðåäàêòèðîâàíèÿ ê èíäóöèðîâàííûì ñòâîëîâûì êëåòêàì (iPSCs) äëÿ èñïîëüçîâàíèÿ â çàìåñòèòåëüíîé òåðàïèè. á —
ñèñòåìà ZFNs (zinc finger nucleases), ZFP — zinc finger protein. â — ñèñòåìà TALENs (transcription activator like effector nucleases). ã — ñèñòåìà LITE
(light-inducible transcriptional effectors); ñòèìóëÿöèÿ ñâåòîì ïðèâîäèò ê êîíôîðìàöèîííûì èçìåíåíèÿì CRY2, îáúåäèíåíèþ ñ CIB1 è ïðèâëå÷åíèþ
êîìïëåêñà òðàíñêðèïöèîííûõ ôàêòîðîâ ê ïðîìîòåðíîé îáëàñòè ãåíà-ìèøåíè, ÷òî âûçûâàåò èíèöèàöèþ òðàíñêðèïöèè. ä — ñèñòåìà CRISPR/Cas9

(clustered regularly interspaced short palindromic repeat/CRISPR-associated); PAM — protospacer adjacent motif; SL1—3 — Stem Loop 1—3.



íóêëåàçàìè è ðåïàðèðîâàíèÿ êîíöîâ â ãåíåòè÷åñêîì ëî-
êóñå ïîñëå âíåñåíèÿ æåëàåìûõ èçìåíåíèé. Èíäóöèðóå-
ìûå íóêëåàçàìè ðàçðûâû ìîãóò áûòü ïîäâåðãíóòû ðåïà-
ðàöèè ïî îäíîìó èç äâóõ âîçìîæíûõ ìåõàíèçìîâ — íåãî-
ìîëîãè÷íîìó âîññîåäèíåíèþ êîíöîâ (nonhomologous end-
joining, NHEJ) è ãîìîëîãè÷íîé ðåïàðàöèè (homology—di-
rected repair, HDR) (ðèñ. 2).

NHEJ ìîæåò ïðèâîäèòü ê ýôôåêòèâíîìó âíåñåíèþ
ìóòàöèé òèïà èíñåðöèé èëè äåëåöèé ðàçëè÷íîé äëèíû,
êîòîðûå ìîãóò ïðèâîäèòü ê ñìåùåíèþ ðàìêè ÷òåíèÿ êî-
äèðóþùåé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè èëè áûòü ïðè÷èíîé íàðó-
øåíèé â ñàéòàõ ñâÿçûâàíèÿ ïðîìîòåðíûõ îáëàñòåé ñ
òðàíñêðèïöèîííûìè ôàêòîðàìè.

HDR-îïîñðåäîâàííàÿ ðåïàðàöèÿ ìîæåò áûòü èñïîëü-
çîâàíà äëÿ âíåñåíèÿ íàïðàâëåííûõ òî÷å÷íûõ ìóòàöèé
èëè ââåäåíèÿ æåëàåìîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ÷åðåç ðåêîì-
áèíàöèþ ëîêóñà ìèøåíè ñ ïðèâíåñåííîé äîíîðíîé ýíäî-
ãåííîé ÄÍÊ-ìàòðèöåé (donor templates). Èäåíòèôèêàöèÿ
ìóòàöèé ïðîâîäèòñÿ ñ ïîìîùüþ ñêðèíèíãà.

Ê ðÿäó ýôôåêòèâíûõ ìåòîäîâ äëÿ îñóùåñòâëåíèÿ íà-
ïðàâëåííîãî ãåíîìíîãî ðåäàêòèðîâàíèÿ îòíîñÿòñÿ ñèñòå-
ìû íàïðàâëÿåìûõ íóêëåàç — íóêëåàçû «öèíêîâûå ïàëüöû»
(zinc finger nucleases, ZFN), TALENs (transcription activa-
tor like effector nucleases) è ñèñòåìû CRISPR/Cas (cluste-
red regularly interspaced short palindromic repeat/CRISPR-
associated) (ðèñ. 1, á, â, ä). Íóêëåàçû ZFNs ñîäåðæàò
Cys2-His2 ÄÍÊ-ñâÿçûâàþùèé äîìåí, à òàêæå ðàñùåïëÿþ-
ùèé äîìåí ýíäîíóêëåàçû ðåñòðèêöèè FokI (Kim et al.,
1996). Ñèñòåìà TALENs áûëà îáíàðóæåíà ó ïàòîãåííîé
áàêòåðèè Xanthomonas (Bogdanove et al., 2010), îíà ñîñòî-
èò èç ïðîãðàììèðóåìîãî ÄÍÊ-ñâÿçûâàþùåãî äîìåíà è
ÄÍÊ-ðàñùåïëÿþùåãî äîìåíà ýíäîíóêëåàçû ðåñòðèêöèè
FokI (Miller et al., 2011). Ïî ïðè÷èíå òîãî, ÷òî FokI àêòèâ-
íà òîëüêî â âèäå äèìåðà, ýòîò ôåðìåíò ìîæåò ðàñùåïëÿòü
ñàéòû ìèøåíè òîëüêî â äèìåðèçîâàííîì ñîñòîÿíèè.

Îñîáîãî âíèìàíèÿ çàñëóæèâàåò ñèñòåìà CRISPR/Cas,
ïîëó÷èâøàÿ ïîïóëÿðíîñòü â ðàáîòàõ ïî íàïðàâëåííîìó
ðåäàêòèðîâàíèþ ãåíîìà áëàãîäàðÿ âûñîêîé ýôôåêòèâíî-
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Ðèñ. 2. Ãåíîìíîå ðåäàêòèðîâàíèå ñ èñïîëüçîâàíèåì ïðîãðàììèðóåìûõ íóêëåàç.

à — èíäóöèðîâàííûå íóêëåàçàìè äâóõíèòåâûå ðàçðûâû (ÄÐ) ìîãóò áûòü ðåïàðèðîâàíû ÷åðåç íåãîìîëîãè÷íîå âîññîåäèíåíèå êîíöîâ (NHEJ), êîòî-
ðîå ïðèâîäèò ê âîçíèêíîâåíèþ âñòàâîê è äåëåöèé. Àëüòåðíàòèâíûì ïóòåì ÿâëÿåòñÿ ãîìîëîãè÷åñêàÿ ðåïàðàöèÿ (HDR) â ïðèñóòñòâèè äîíîðíîé ÄÍÊ
èëè îäíîöåïî÷å÷íûõ îëèãîíóêëåîòèäîâ (ssODN), ñîäåðæàùèõ ãîìîëîãè÷íûå ïëå÷è. á — äâîéíîå ðàñùåïëåíèå íóêëåàçàìè â ïðåäåëàõ îäíîé õðîìî-
ñîìû ìîæåò ïðèâîäèòü ê êðóïíûì äåëåöèÿì èëè ïîÿâëåíèþ èíâåðñèé. â — âíåñåíèå äâóõ ÄÐ íà ðàçíûõ õðîìîñîìàõ ìîæåò ïðèâîäèòü ê âîçíèêíîâå-

íèþ òðàíñëîêàöèé.



ñòè, ïðîñòîòå è ñêîðîñòè â ðàáîòå ïî ñðàâíåíèþ ñ âûøåó-
ïîìÿíóòûìè ñèñòåìàìè. Ýòà ñèñòåìà áûëà îáíàðóæåíà ó
48 % ñåêâåíèðîâàííûõ ãåíîìíûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé
áàêòåðèé è ó 84 % àðõåé (Grissa et al., 2007). Cèñòåìà
CRISPR/Cas òðåáóåò íàëè÷èÿ äâóõ îñíîâíûõ êîìïîíåí-
òîâ — ýíäîíóêëåàçû Cas9 äëÿ ðàñùåïëåíèÿ ÄÍÊ è âàðèà-
áåëüíîé CRISPR ÐÍÊ (crRNA) è òðàíñàêòèâèðóþùåé
crRNA (tracrRNA), îáúåäèíåííûõ â äóïëåêñ (Jinek et al.,
2012). Èñïîëüçîâàíèå ñèñòåìû íà ìëåêîïèòàþùèõ ïðèâå-
ëî ê åå óëó÷øåíèþ ÷åðåç îïòèìèçàöèþ ñîñòàâà êîäîíîâ è
çàìåíó äóïëåêñà crRNA : tracrRNA íà îäèíî÷íóþ sgRNA
(Cho et al., 2013). Ñîåäèíåíèå crRNA : tracrRNA èëè sgRNA
ñ ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ-ìèøåíüþ ÷åðåç óîòñîí-êðèêîâ-
ñêèå âçàèìîäåéñòâèÿ îñíîâàíèé ÿâëÿåòñÿ ìåõàíèçìîì,
íàïðàâëÿþùèì ýíäîíóêëåàçó Cas9 ê æåëàåìîìó ãåíîìíî-
ìó ëîêóñó äëÿ ñàéò-ñïåöèôè÷åñêîãî ðàñùåïëåíèÿ.

Cèñòåìû íàïðàâëåííîãî ðåäàêòèðîâàíèÿ
ãåíîìà

Ñ è ñ ò å ì à Z F N s. Íóêëåàçà ZFN, ñîäåðæàùàÿ äîìåí
«öèíêîâûå ïàëüöû», áûëà óñïåøíî ïðèìåíåíà äëÿ ðåäàê-
òèðîâàíèÿ ãåíîìîâ ðàñòåíèé (Lloyd et al., 2005), íàñåêî-
ìûõ (Beumer et al., 2006), ðûáîê Danio rerio (Doyon et al.,
2008), ìûøåé (Carbery et al., 2010), êðûñ (Mashimo et al.,
2010), ñâèíåé (Hauschild et al., 2011), êëåòî÷íûõ ëèíèé
÷åëîâåêà (Urnov et al., 2005), ýìáðèîíàëüíûõ è èíäóöèðî-
âàííûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê (Urnov et al., 2005; Soldner et al.,
2011). ZFN ñîäåðæèò ÄÍÊ-ñâÿçûâàþùèé äîìåí «öèíêî-
âûå ïàëüöû» è íóêëåàçíûé äîìåí ýíäîíóêëåàçû ðåñòðèê-
öèè FokI (ðèñ. 1, á). ÄÍÊ-ñâÿçûâàþùèé äîìåí ñîñòîèò èç
òàíäåìíûõ ìàññèâîâ Cys2-His2, êàæäûé èç êîòîðûõ óçíà-
åò ïðèáëèçèòåëüíî 3 bp ÄÍÊ. Äëÿ ñâÿçûâàíèÿ ñóáúåäèíè-
öû ZFN ñ ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ ÄÍÊ ðàçìåðîì 9—18 bp
íåîáõîäèìî îò 3 äî 6 «öèíêîâûõ ïàëüöåâ». Êîãäà äâå
ZFNs ñîåäèíÿþòñÿ ñî ñâîèìè ìèøåíÿìè, íàõîäÿùèìèñÿ
íà ðàññòîÿíèè 5—7 bp äðóã îò äðóãà â ïðàâèëüíîé îðèåí-
òàöèè, íóêëåàçíûé äîìåí äèìåðèçóåòñÿ è âíîñèò äâóõíè-
òåâûå ðàçðûâû â ÄÍÊ â èíòåðåñóþùåì ëîêóñå, ïîñëå
÷åãî îñóùåñòâëÿåòñÿ ðåïàðàöèÿ äâóõíèòåâûõ ðàçðûâîâ
÷åðåç HDR èëè NHEJ (Lieber, 2010; Moynahan, Jasin,
2010). Ïî ñðàâíåíèþ ñ äðóãèìè íóêëåàçàìè ó ZFNs âîç-
ìîæíîñòü âûáîðà ïîñëåäîâàòåëüíîñòè-ìèøåíè îãðàíè-
÷åííà. Ýòî îáóñëîâëåíî îòñóòñòâèåì êîëëåêöèè, ñîñòîÿ-
ùåé èç 64 «öèíêîâûõ ïàëüöåâ», êîòîðûå ïîêðûâàëè áû
âñå âîçìîæíûå êîìáèíàöèè òðèïëåòîâ. Êðîìå òîãî, íå
âñå ZFNs ñïîñîáíû ýôôåêòèâíî ðàñùåïëÿòü ñàéòû-ìèøå-
íè. Óñïåøíûå ñàéòû-ìèøåíè ÷àñòî áîãàòû ãóàíèíîì è
ñîäåðæàò 5�-GNN-3�-ïîâòîðû.

Èçëîæåííûé ïîäõîä ìîæåò áûòü ïðèìåíåí äëÿ êîð-
ðåêöèè ãåíîâ èëè äëÿ äîáàâëåíèÿ íîâûõ â èíòåðåñóþ-
ùåì ëîêóñå (Urnov et al., 2010). Ñèñòåìà ZFNs áûëà
óñïåøíî ïðèìåíåíà â îáëàñòè ãåííîé òåðàïèè äëÿ êîð-
ðåêöèè ìóòàöèè, âûçûâàþùåé ñåðïîâèäíî-êëåòî÷íóþ
àíåìèþ â iPSÑs ÷åëîâåêà (Sebastiano et al., 2012). Èñïî-
ëüçîâàíèå äàííîãî ïîäõîäà ñîâìåñòíî ñ PiggyBack-òåõ-
íîëîãèåé â iPSCs ïîçâîëèëî ïðîèçâåñòè áèàëëåëüíóþ
êîððåêöèþ òî÷å÷íîé ìóòàöèè (Glu342Lys) â ãåíå á1-àí-
òèòðèïñèíà (A1AT èëè SERPINA1), âîçíèêíîâåíèå êîòî-
ðîé ïðèâîäèò ê äåôèöèòó á1-àíòèòðèïñèíà. Ãåíåòè÷åñêàÿ
êîððåêöèÿ iPSCs, âïîñëåäñòâèè äèôôåðåíöèðîâàííûõ è
äîñòàâëåííûõ ê êëåòêàì ïå÷åíè, ïîçâîëèëà âîññòàíîâèòü
ñòðóêòóðó è ôóíêöèþ A1AT in vitro è in vivo (Yusa et al.,
2012).

Ñ è ñ ò å ì à T A L E N s. Ýòà ñèñòåìà ðåàëèçóåò íåñêî-
ëüêî èíîé ïîäõîä ê íàïðàâëåííîìó ãåíîìíîìó ðåäàêòè-
ðîâàíèþ. Ñèñòåìà áûëà ïðèìåíåíà ê ðàñòåíèÿì (Christian
et al., 2013), íàñåêîìûì (Katsuyama et al., 2013), íåìàòî-
äàì (Cheng et al., 2013), ðûáàì (Cade et al., 2012), àìôèáè-
ÿì (Lei et al., 2012), ìûøàì (Qiu et al., 2013), êðûñàì
(Tesson et al., 2011), êðîëèêàì (Song et al., 2013), ëèíèÿì
òðàíñôîðìèðîâàííûõ êëåòîê ÷åëîâåêà, hESCs è iPSCs
(Hockemeyer et al., 2011; Holkers et al., 2013). Âàæíåéøèì
êîìïîíåíòîì ñèñòåìû ÿâëÿåòñÿ ñàéò-ñïåöèôè÷åñêèé ÄÍÊ-
ñâÿçûâàþùèé áåëîê TALE, ïîëó÷åííûé èç ïàòîãåííîãî
äëÿ ðàñòåíèé îðãàíèçìà Xanthomonas (ðèñ. 1, â). ÒALE-
ïîäîáíûé áåëîê, ïîëó÷åííûé èç ïàòîãåííîé áàêòåðèè
Ralstonia, òàêæå ìîæåò áûòü èñïîëüçîâàí äëÿ ñïåöèôè÷-
íîãî ñâÿçûâàíèÿ ÄÍÊ â ïðîöåññå ãåíîìíîãî ðåäàêòèðîâà-
íèÿ (Li et al., 2013b). ÄÍÊ-ñâÿçûâàþùèé äîìåí TALE
ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé òàíäåìíûå ïîâòîðû èç 33—35 àìèíî-
êèñëîò. TALE-ïîâòîðû èìåþò ñõîæóþ ïîñëåäîâàòåëü-
íîñòü è ðàçëè÷àþòñÿ äâóìÿ âûñîêîâàðèàáåëüíûìè àìè-
íîêèñëîòàìè â ïîçèöèÿõ 12 è 13 (RVDs, repeat variable di-
residues), ÷òî ëåæèò â îñíîâå ñïåöèôè÷åñêîãî óçíàâàíèÿ
íóêëåîòèäà êàæäûì ïîâòîðîì (Moscou, Bogdanove, 2009).
×åòûðå òàíäåìíûõ ïîâòîðà Asn-Asn, Asn-Ile, His-Asp è
Asn-Gly äîñòàòî÷íû äëÿ óçíàâàíèÿ ãóàíèíà, àäåíèíà, öè-
òîçèíà è òèìèíà è, ñëåäîâàòåëüíî, äëÿ ñîçäàíèÿ TALENs
ñ óíèêàëüíûìè ñâîéñòâàìè. Âòîðûì ýëåìåíòîì ñèñòåìû
ÿâëÿåòñÿ íóêëåàçíûé äîìåí ýíäîíóêëåàçû ðåñòðèêöèè
FokI, êîòîðûé ñòàíîâèòñÿ àêòèâíûì ïðè äèìåðèçàöèè.

Íåäàâíî íà îñíîâå TALE-äîìåíà áûëà ðàçðàáîòàíà
íîâàÿ îïòîãåíåòè÷åñêàÿ ñèñòåìà LITE (light-inducible
transcriptional effectors) (Konermann et al., 2013). LITE-ñè-
ñòåìà ñîñòîèò èç äâóõ êîìïîíåíòîâ (ðèñ. 1, ã). Ê ïåðâîìó
îòíîñÿòñÿ ÄÍÊ-ñâÿçûâàþùèé äîìåí TALE èç Xanthomo-
nas è ñâåòî÷óâñòâèòåëüíûé áåëîê CRY2 (TALE : CRY2)
èç Arabidobsis thaliana (Liu et al., 2008). Âòîðîé êîìïî-
íåíò âêëþ÷àåò â ñåáÿ CIB1 (ïàðòíåð äëÿ âçàèìîäåéñòâèÿ
c CRY2), ñîåäèíåííûé ñ æåëàåìûì ýôôåêòîðîì (êîìï-
ëåêñ CIBI : ýôôåêòîð). Â îòñóòñòâèå ñâåòà TALE : CRY2
ïðèñîåäèíåíû ê ïðîìîòåðíûì ðåãèîíàì ãåíà-ìèøåíè, â
òî âðåìÿ êàê êîìïëåêñ CIB1 : ýôôåêòîð îñòàåòñÿ ñâîáîä-
íûì (ðèñ. 1, ã). Âîçäåéñòâèå ñâåòîì ïðèâîäèò ê êîíôîð-
ìàöèîííûì èçìåíåíèÿì â CRY2, ÷òî ñïîñîáñòâóåò ïðè-
âëå÷åíèþ êîìïëåêñà CIB1 : ýôôåêòîðà è ðÿäà òðàíñêðèï-
öèîííûõ ôàêòîðîâ ê ïðîìîòåðíîé îáëàñòè ãåíà-ìèøåíè
è, êàê ñëåäñòâèå, ìîùíîé èíäóêöèè òðàíñêðèïöèè (ðèñ. 1, ã).
Ïîìèìî ðåãóëÿöèè òðàíñêðèïöèîííîé àêòèâíîñòè ýòà ñè-
ñòåìà ìîæåò áûòü ïðèìåíåíà äëÿ ýïèãåíåòè÷åñêîé ìîäè-
ôèêàöèè õðîìàòèíà (Konermann et al., 2013). Ïîäõîä ïî-
çâîëÿåò èçó÷àòü âëèÿíèå ìîäèôèêàöèé õðîìàòèíà íà ýêñ-
ïðåññèþ ãåíîâ.

Äëÿ äåìåòèëèðîâàíèÿ ìåòèëèðîâàííûõ öèòîçèíîâ
(5 mC) â CpG-îáëàñòÿõ õðîìàòèíà TALEs áûëè ñîåäèíå-
íû ñ êàòàëèòè÷åñêèì äîìåíîì áåëêà TET1 (ten-eleven
translocation), îêèñëÿþùåãî 5-ìåòèëöèòîçèí. Ýòîò ïîäõîä
ìîæåò áûòü èñïîëüçîâàí äëÿ àêòèâàöèè ãåíîâ, ðåïðåññè-
ðîâàííûõ çà ñ÷åò ÄÍÊ-ìåòèëèðîâàíèÿ, à òàêæå äëÿ èçó÷å-
íèÿ ôóíêöèè ìåòèëèðîâàíèÿ CpG (Mendenhall et al.,
2013).

C è ñ ò å ì à C R I S P R / C a s 9 îñíîâàíà íà äåéñòâèè
íàïðàâëÿåìîé Cas9-ýíäîíóêëåàçû, ñïîñîáíîé ïðîèçâî-
äèòü ðàñùåïëåíèå ÄÍÊ â èíòåðåñóþùèõ ñàéòàõ-ìèøå-
íÿõ. Ñïåöèôè÷íîñòü äåéñòâèÿ íóêëåàçû îïðåäåëÿåòñÿ ìî-
òèâîì PAM è íàïðàâëÿþùåé åå ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ,
êîìïëåìåíòàðíîé ê ñàéòó-ìèøåíè, ñîñòîÿùåé èç 20 íóê-
ëåîòèäîâ è âõîäÿùåé â ñîñòàâ íàïðàâëÿþùåé ÐÍÊ. Òàêèì
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îáðàçîì, â ñîñòàâ íàïðàâëÿþùåé ÐÍÊ âõîäÿò crRNA è
tractrRNA, îáðàçóþùèå äóïëåêñ, èëè îäèíî÷íàÿ sgRNA
(ðèñ. 1, ä). Ñèñòåìà áûëà óñïåøíî ïðèìåíåíà ê ðàñòåíè-
ÿì (Jiang et al., 2013), íåìàòîäàì (Liu et al., 2014), íàñåêî-
ìûì (Bassett et al., 2013), ðûáàì (Hwang et al., 2013; Ota et
al., 2014), ìûøàì (Shen et al., 2013), êðûñàì (Li et al.,
2013à) è êëåòî÷íûì ëèíèÿì ÷åëîâåêà (Cho et al., 2013),
ESCs è iPSC (Hou et al., 2013; González et al., 2014). Ïî-
äðîáíåå ñèñòåìà CRISPR/Cas ðàññìàòðèâàåòñÿ íèæå.

Ñðàâíåíèå ñècòåì ZFNs, TALENs
è CRISPR/Cas9

Êàæäàÿ èç òðåõ âûøåîïèñàííûõ ñèñòåì ìîæåò èñïî-
ëüçîâàòüñÿ äëÿ âíåñåíèÿ íàïðàâëåííûõ ãåííûõ èçìåíå-
íèé, íàðóøåíèÿ ôóíêöèè ãåíîâ, êîððåêöèè è äîáàâëåíèÿ
íîâûõ. Ýôôåêòèâíîñòü âñåõ òðåõ ñèñòåì âàðüèðóåò è â
çíà÷èòåëüíîé ñòåïåíè çàâèñèò îò ýôôåêòèâíîñòè òðàíñ-
ôåêöèè. Ñðàâíåíèå ýôôåêòèâíîñòè ñèñòåì TALENs è
CRISPRs â èäåíòè÷íûõ ESCs ÷åëîâåêà ïîêàçàëî á*îëüøóþ
ýôôåêòèâíîñòü CRISPR/Cas (Ding et al., 2013).

ZFNs è TALENs ðàáîòàþò êàê äèìåðû, è èõ ñïåöè-
ôè÷íîñòü îïðåäåëÿåòñÿ ÄÍÊ-ñâÿçûâàþùèì äîìåíîì.
Ñïåöèôè÷íîñòü ìîæåò ðåãóëèðîâàòüñÿ èçìåíåíèåì êîëè-
÷åñòâà «öèíêîâûõ ïàëüöåâ» ó ZFNs è ìîäóëåé TALE ó
TALENs. Îäíàêî íå èñêëþ÷åíà âåðîÿòíîñòü òîãî, ÷òî
íóêëåàçû ñ áîëüøèì êîëè÷åñòâîì ìîäóëåé ìîãóò óçíàâàòü
äîïîëíèòåëüíûå ñàéòû, âçàèìîäåéñòâóÿ ëèøü ÷àñòüþ ìî-
äóëåé. Íóêëåàçà Cas9 ÿâëÿåòñÿ ÐÍÊ-íàïðàâëÿåìîé íóêëå-
àçîé, è åå ñïåöèôè÷íîñòü îïðåäåëÿåòñÿ PAM-ïîñëåäîâà-
òåëüíîñòüþ è 20 bp, ïðåäøåñòâóþùèì PAM (ñì. òàáëèöó).

Ïðè àíàëèçå ñïåöèôè÷íîñòè âñåõ òðåõ ñèñòåì áûë
âûÿâëåí off-target ýôôåêò (ñì. òàáëèöó). Îí îáóñëîâëåí
äåéñòâèåì íóêëåàç â íåæåëàòåëüíûõ ìåñòàõ. Îäíàêî TA-
LENs èìååò áîëåå íèçêèé off-target-ýôôåêò ïî ñðàâíåíèþ

ñ ñèñòåìîé ZFNs (Mussolino et al., 2011). Çíà÷èòåëüíûé
off-target-ìóòàãåíåç, èíäóöèðóåìûé CRISPR/Cas9 ìå÷å-
íèåì ðàçëè÷íûõ ãåíîâ, áûë ïîêàçàí íà êëåòî÷íûõ ëèíèÿõ
÷åëîâåêà (Fu et al., 2013).

Êàæäàÿ èç äâóõ ñècòåì ZFNs è TALENs òðåáóåò äè-
çàéíà ÄÍÊ-ñâÿçûâàþùèõ áåëêîâ è ñëîæíîãî êîíñòðóèðî-
âàíèÿ ïëàçìèä äëÿ èõ ýêñïðåññèè, ÷òî äåëàåò ýòè ìåòîäû
äëèòåëüíûìè è ïðîáëåìàòè÷íûìè. Ñðàâíèòåëüíàÿ ïðî-
ñòîòà, âîçìîæíîñòü áûñòðîé ðàáîòû, ýôôåêòèâíîñòü è äå-
øåâèçíà èñïîëüçîâàíèÿ ñèñòåìû CRISPR/Cas ÿâëÿþòñÿ
åå âàæíûìè ïðåèìóùåñòâàìè.

Cèñòåìà CRISPR/Cas9

Ì å õ à í è ç ì è ì ì ó í í î ã î î ò â å ò à. Ñ ìîìåíòà îò-
êðûòèÿ ïîâòîðÿþùèõñÿ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé CRISPR äî
ïîíèìàíèÿ ôóíêöèè è ïðèìåíåíèÿ ýòîé ñèñòåìû äëÿ íà-
ïðàâëåííîãî ðåäàêòèðîâàíèÿ ãåíîìà ïðîøëî íåñêîëüêî
äåñÿòêîâ ëåò (ðèñ. 3). CRISPR/Cas — ïðîêàðèîòè÷åñêèé
àíàëîã èììóííîé ñèñòåìû, ïðåäîñòàâëÿþùèé çàùèòó îò
ôàãîâ è ïëàçìèä (Makarova et al., 2006). Ãåíîìû ïî÷òè
âñåõ àðõåé è ïîëîâèíû áàêòåðèé ñîäåðæàò êëàñòåðû
Cas-ãåíîâ è ìàññèâû CRISPRs. CRISPR áàêòåðèé, ó êîòî-
ðûõ áûëà îáíàðóæåíà äàííàÿ ñèñòåìà, ñîäåðæàò êîðîò-
êèå, ÷àñòè÷íî ïàëèíäðîìíûå ïîâòîðû ÄÍÊ. CRISPR-ïî-
âòîðû ÷åðåäóþòñÿ ñ CRISPR-ñïåéñåðàìè (CRISPR spa-
cer). Áèîëîãè÷åñêàÿ ðîëü ýòèõ ïîâòîðîâ ñòàëà ïîíÿòíà
îòíîñèòåëüíî íåäàâíî, êîãäà áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ñïåéñå-
ðû ãîìîëîãè÷íû èíîðîäíûì ãåíåòè÷åñêèì ýëåìåíòàì âè-
ðóñîâ è ïëàçìèä (Bolotin et al., 2005). Ýòè äàííûå ïîçâî-
ëèëè ïðåäïîëîæèòü ïðè÷àñòíîñòü ñèñòåìû CRISPR ê èì-
ìóííîé ñèñòåìå ïðîêàðèîò (Makarova et al., 2006). Ðàçìåð
CRISPR-ïîâòîðà ìîæåò âàðüèðîâàòü (23—55 bp), íî
îáû÷íî ñîñòàâëÿþò 28—37 bp, à ïàëèíäðîìíîå ñòðîåíèå
ïîâòîðà ñïîñîáñòâóåò ôîðìèðîâàíèþ ñòðóêòóðû çàñòåæ-
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Ïîêàçàòåëü
Ñèñòåìà

ZFN TALEN CRISPR/Cas9

Ñàéò ñâÿçûâàíèÿ ÄÍÊ Äîìåí «öèíêîâûå ïàëüöû» Transcription activator-like effec-
tors (TALE)

crRNA : tracrRNA èëè sgRNA

Íóêëåàçà FokI FokI Cas9

Ýôôåêòèâíîñòü ++ ++ +++

Ñïåöèôè÷íîñòü 18—36 bp 30—36 bp 23—28 bp

Off-target Âàðüèðóåò Íèçêèé Âàðüèðóåò

Öèòîòîêñè÷íîñòü » Íèçêàÿ Íèçêàÿ

Ìíîæåñòâåííîå
ðåäàêòèðîâàíèå

Îñëîæíåíî Îñëîæíåíî Äà

Ïëîòíîñòü
ïîòåíöèàëüíûõ
ñàéòîâ, îñîáåííîñòè
ñàéòîâ-ìèøåíåé

1 íà 100 bp.
Îòñóòñòâèå êîëëåêöèè öèíêî-
âûõ ïàëüöåâ äëÿ óçíàâàíèÿ âñåõ
òðèïëåòîâ. Æåëàòåëüíà îáîãà-
ùåííîñòü ãóàíèíîì è íàëè÷èå
5�-GNN-3�-ïîâòîðÿþùèõñÿ ïî-
ñëåäîâàòåëüíîñòåé

1 íà 1 bp.
Ìîãóò áûòü ñêîíñòðóèðîâàíû
ïðàêòè÷åñêè äëÿ ëþáîé ÄÍÊ-
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè. Îãðàíè-
÷åíèå: íåîáõîäèìîñòü íàëè÷èÿ
òèìèíà íà 5�-êîíöå ïîñëåäîâà-
òåëüíîñòè-ìèøåíè

1 íà 4—8 bp.
Íåîáõîäèìîñòü PAM-ïîñëåäî-
âàòåëüíîñòè 5�-X20 NGG-3�,
5�-X20 NAG-3� èëè 5�-X20
NNNNGATT-3�

Ïàòòåðí âíîñèìûõ
èçìåíåíèé

Äåëåöèè è èíñåðöèè èíäóèðóþò-
ñÿ ñ ñîïîñòàâèìûìè ÷àñòîòàìè.
Ïðåèìóùåñòâåííî îáðàçóþòñÿ
âûñòóïàþùèå êîíöû

Äåëåöèè ïðîäóöèðóþòñÿ ñ áîëåå
âûñîêîé ÷àñòîòîé ïî ñðàâíå-
íèþ ñ èíñåðöèÿìè. Ïðåèìóùå-
ñòâåííî îáðàçóþòñÿ âûñòóïàþ-
ùèå êîíöû

×àñòî ïðîèñõîäÿò âñòàâêè ðàçìå-
ðîì â 1—2 bp. Ïðè ðàñùåïëå-
íèè ïðåèìóùåñòâåííî îáðàçó-
þòñÿ òóïûå êîíöû



êà—ìîëíèÿ. Ðàçìåð CRISPR-ñïåéñåðà òàêæå âàðüèðóåò,
õîòÿ ñîñòàâëÿåò ïðåèìóùåñòâåííî 32—38 bp.

Ê ë à ñ ñ è ô è ê à ö è ÿ C R I S P R / C a s. Ñèñòåìà CRISPR/
Cas íà îñíîâå ãåíåòè÷åñêèõ, ñòðóêòóðíûõ è ôóíêöèîíàëü-
íûõ ðàçëè÷èé äåëèòñÿ íà 3 òèïà (I—III) è 17 ñóáòèïîâ
(Koonin, Makarova, 2013). Òèïû I è III ðîäñòâåííû è ïðåä-
ñòàâëÿþò ñîáîé àíñàìáëè Cas-áåëêîâ, ñîåäèíÿþùèõñÿ ñ
crRNA äëÿ óçíàâàíèÿ è ïîñëåäóþùåé äåãðàäàöèè íóêëåè-
íîâûõ êèñëîò, òîãäà êàê òèï II ôèëîãåíåòè÷åñêè è ñòðóê-
òóðíî ñòîèò îñîáíÿêîì. Îäíàêî, íåñìîòðÿ íà ðàçëè÷èÿ
òðåõ ñèñòåì, â ôóíêöèîíèðîâàíèè êàæäîé ìîæíî âûäå-
ëèòü îáùèå òðè ýòàïà. Ïåðâûé ýòàï — àäàïòàöèÿ, âî âðå-
ìÿ êîòîðîé íîâûé ñïåéñåð ïðèîáðåòàåòñÿ èç ýêçîãåííîé
íóêëåèíîâîé êèñëîòû â CRISPR-ëîêóñ. Âòîðûì ýòàïîì
ÿâëÿåòñÿ áèîãåíåç crRNA, âî âðåìÿ êîòîðîãî CRISPR-ìî-
òèâ òðàíñêðèáèðóåòñÿ è ïðîöåññèðóåòñÿ â ìàëûå èíòåð-
ôåðèðóþùèå crRNA, ñîäåðæàùèå ñïåéñåð è ôðàãìåíòû
ôëàíêèðóþùèõ ïîâòîðîâ. Ïîñëåäíèì øàãîì ÿâëÿåòñÿ ñî-
åäèíåíèå ñ êîìïëåêñàìè Cas-áåëêîâ, âî âðåìÿ êîòîðîãî
crRNA íàïðàâëÿþò Cas-íóêëåàçó äëÿ ñïåöèôè÷åñêîãî
ðàñùåïëåíèÿ ãîìîëîãè÷íîé ÷óæåðîäíîé ïîñëåäîâàòåëü-
íîñòè (Reeks et al., 2013).

Èç-çà òîãî ÷òî ñèñòåìà II òèïà íàìíîãî ïðîùå ñòðóê-
òóðíî, èìåííî îíà áûëà ïðèìåíåíà äëÿ íàïðàâëåííîãî ãå-
íîìíîãî ðåäàêòèðîâàíèÿ.

Ì å õ à í è ç ì ð à á î ò û è ñ ò ð ó ê ò ó ð à C a s 9. Ñèñòå-
ìà CRISPR/Cas II òèïà, ñîñòîÿùàÿ èç íóêëåàçû Cas9 è

sgRNA (ñèíòåòè÷åñêîãî êîìïëåêñà crRNA è tracrRNA),
ìîæåò áûòü ïðîãðàììèðîâàíà íà ðàñùåïëåíèå ïðàêòè÷å-
ñêè ëþáîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, ïðåäøåñòâóþùåé ïîñëå-
äîâàòåëüíîñòè PAM. Îáðàçîâàíèå êîìïëåêñà Cas9 ñ sgRNA
ïðèâîäèò ê êîíôîðìàöèîííûì èçìåíåíèÿì, ôîðìèðîâà-
íèþ öåíòðàëüíîãî êàíàëà äëÿ ÄÍÊ ìèøåíè, ò. å. àêòèâà-
öèè ýíäîíóêëåàçû (Jinek et al., 2014).

Áàêòåðèàëüíûå ñèñòåìû èç Streptococcus pyogenes,
S. thermophiles è Neisseria meningitidis áûëè àäàïòèðîâà-
íû äëÿ èñïîëüçîâàíèÿ â áèîèíæåíåðíûõ öåëÿõ. Äëÿ ðàáî-
òû ñ ýòèìè ñèñòåìàìè äâà êîìïîíåíòà äîëæíû áûòü ââå-
äåíû è ýêñïðåññèðîâàíû â êëåòêàõ èëè îðãàíèçìå —
Cas9-íóêëåàçà è sgRNA. 20 íóêëåîòèäîâ íà 5�-êîíöå
sgRNA (àíàëîã ïðîòåñïåéñåðà) íàïðàâëÿþò Cas9 ê ñïåöè-
ôè÷íîìó ÄÍÊ-ñàéòó. Ýòîò ñàéò äîëæåí ëåæàòü íåïîñðåä-
ñòâåííî íà 5�-êîíöå PAM-ïîñëåäîâàòåëüíîñòè. Òàêèì îá-
ðàçîì, íóêëåàçíàÿ àêòèâíîñòü Cas9 ìîæåò áûòü íàïðàâëå-
íà ê ëþáîé ÄÍÊ-ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ôîðìû N20-PAM
ââåäåíèåì 20 bp â sgRNA.

Êàê ãîâîðèëîñü âûøå, ñïåöèôè÷íîñòü CRISPR/Cas9
îáóñëîâëåíà ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ PAM ðàçìåðîì â 3—
5 bp, ëîêàëèçóþùåéñÿ íèæå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ìèøåíè.
Èäåíòèôèöèðîâàííûå PAM-ïîñëåäîâàòåëüíîñòè âàðüè-
ðóþò â ñèñòåìàõ ñ îðòîëîãàìè Cas: 5�-NGG-3� PAM ó
S. pyogenes (Jinek et al., 2012), 5�-NGGNG-3� è 5�-NNA-
GAAW-3� PAM ó S. thermophiles (Deveau et al., 2008; Kar-
velis et al., 2013), 5�-NNNNGATT-3� PAM ó N. meningiti-
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dis (Hou et al., 2013). PAM-çàâèñèìîñòü óâåëè÷èâàåò ñïå-
öèôè÷íîñòü ñèñòåìû CRISPR/Cas. Èñïîëüçîâàíèå
CRISPR/Cas ñ äëèííîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ PAM ìîæåò
ñëóæèòü èíñòðóìåíòîì ñíèæåíèÿ off-target- ýôôåêòà.

Ñîâñåì íåäàâíî áûëè îïðåäåëåíû êðèñòàëëè÷åñêèå
ñòðóêòóðû ýíäîíóêëåàçû Cas9 äëÿ ñèñòåìû CRISPR/Cas
òèïà II-A ó S. pyogenes è òèïà II-C ó Actinomyces naeslundii
(Jinek et al., 2014). Ýíäîíóêëåàçà Cas9 ñèñòåìû òèïà II-A
S. pyogenes áûëà òàêæå ïîëó÷åíà â êîìïëåêñå ñ sgRNAs è
ÄÍÊ-ìèøåíüþ (Nishimasu et al., 2014).

Ìîëåêóëà Cas9 èìååò ôîðìó ïîëóìåñÿöà ðàçìåðîì
10 � 10 � 5 íì (Jinek et al., 2014). Áûëî ïîêàçàíî, ÷òî
Cas9 îáëàäàåò êîíñåðâàòèâíîé ñòðóêòóðîé, ñîñòîÿùåé èç
äâóõ ôðàãìåíòîâ: REC (á-õåëèêàçíîãî âûñîêîêîíñåðâà-
òèâíîãî óçíàþùåãî ôðàãìåíòà), êîòîðûé âîâëå÷åí â óç-
íàâàíèå äóïëåêñà ïîâòîð—àíòèïîâòîð â sgRNA, è íóêëå-
àçíîãî ôðàãìåíòà NUC, îòâåòñòâåííîãî çà óçíàâàíèå
PAM è çà ðàñùåïëåíèå ÄÍÊ-ìèøåíè. Íóêëåàçíûé ôðàã-
ìåíò ñîñòîèò èç íóêëåàçíûõ äîìåíîâ HNH è RuvC, êîòî-
ðûå ïîçèöèîíèðîâàíû îñîáûì îáðàçîì äëÿ ðàñùåïëåíèÿ
ñîîòâåòñòâåííî êîìïëåìåíòàðíîé è íåêîìïëåìåíòàðíîé
íèòåé ÄÍÊ-ìèøåíè (Gasiunas et al., 2012). Íóêëåàçíûé
ôðàãìåíò ñîäåðæèò åùå PI-äîìåí, íåïîñðåäñòâåííî âçàè-
ìîäåéñòâóþùèé ñ PAM (PAM-interacting domain) è îïðå-
äåëÿþùèé ñïåöèôè÷íîñòü PAM. Cas9 òàêæå ñîäåðæèò
äâå ïðåäïîëàãàåìûå áîðîçäû ñâÿçûâàíèÿ ñ ÄÍÊ.

Áûëà ïðåäëîæåíà ìîäåëü ðàñùåïëåíèÿ ÄÍÊ ÐÍÊ-íà-
ïðàâëÿåìîé ýíäîíóêëåàçîé Cas9. Ñîãëàñíî ýòîé ìîäåëè,
Cas9 âçàèìîäåéñòâóåò ñî ñìûñëîâûì—àíòèñìûñëîâûì
äóïëåêñîì sgRNA, ÷òî ñïîñîáñòâóåò ôîðìèðîâàíèþ êîì-
ïëåêñà Cas9 : sgRNA. Äâà ñòðóêòóðíûõ ôðàãìåíòà ïîäâåð-
ãàþòñÿ êîíôîðìàöèîííûì èçìåíåíèÿì ïîñëå ñîåäèíåíèÿ
ñ sgRNA, ÷òî ïðèâîäèò ê ôîðìèðîâàíèþ öåíòðàëüíîãî
êàíàëà, ïîçâîëÿþùåãî ñîåäèíåíèå ñ ÄÍÊ-ñóáñòðàòîì. Òà-
êèì îáðàçîì, äâîéíîé êîìïëåêñ óçíàåò ÄÍÊ-ïîñëåäîâàòåëü-
íîñòü, êîìïëåìåíòàðíóþ ó÷àñòêó 20 bp íàïðàâëÿþùåãî
ðåãèîíà sgRNA äëÿ ôîðìèðîâàíèÿ ôèíàëüíîãî êîìïëåê-
ñà Cas 9 : sgRNA : ÄÍÊ-ìèøåíü. Ïåðåä ôîðìèðîâàíèåì
òðîéíîãî êîìïëåêñà PI-äîìåí óçíàåò PAM-ïîñëåäîâàòå-
ëüíîñòü íà íåêîìïëåìåíòàðíîé öåïè, òåì ñàìûì âûçûâàÿ
ôîðìèðîâàíèå R-ïåòëè. Çàòåì äîìåí HNH ðàñùåïëÿåò
êîìïëåìåíòàðíóþ öåïü â ãåòåðîäóïëåêñå, à äîìåí RuvC
ðàñùåïÿåò îäíîöåïî÷å÷íóþ íåêîìïëåìåíòàðíóþ öåïü
(Nishimasu et al., 2014). Êðîìå òîãî, áûëî ïîêàçàíî, ÷òî
íóêëåàçà Cas9 ñîäåðæèò áîãàòûé àðãèíèíîì âûñîêîêîí-
ñåðâàòèâíûé ðåãèîí (Makarova et al., 2011), êîòîðûé, êàê
ïðåäïîëàãàåòñÿ, îòâå÷àåò çà ñâÿçûâàíèå ñ ÐÍÊ (Bayer et
al., 2005). Áèîõèìè÷åñêèå èññëåäîâàíèÿ ïîêàçàëè, ÷òî óç-
íàâàíèå PAM ýíäîíóêëåàçû Cas9 ÿâëÿåòñÿ íåîáõîäèìûì
óñëîâèåì äëÿ ñîåäèíåíèÿ è ðàñùåïëåíèÿ ÄÍÊ-ìèøåíè.

Òðóäíîñòè ðàáîòû ñ ñèñòåìîé CRISPR/Cas

Êàê ñêàçàíî âûøå, îäíîé èç ïðîáëåì èñïîëüçîâàíèÿ
ñèñòåìû CRISPR/Cas ÿâëÿåòñÿ íàëè÷èå off-target-ýôôåê-
òà. Â áîëüøèõ ãåíîìàõ ìîãóò ïðèñóòñòâîâàòü ìíîæåñò-
âåííûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ÄÍÊ, êîòîðûå èäåíòè÷íû
èëè âûñîêîãîìîëîãè÷íû ïîñëåäîâàòåëüíîñòÿì-ìèøåíÿì,
èíòåðåñóþùèì èññëåäîâàòåëåé. Ðàñùåïëåíèå ïîäîáíûõ
ñàéòîâ âûçûâàåò âîçíèêíîâåíèå ìóòàöèé â íåæåëàòåëü-
íûõ ìåñòàõ — off-target-ìóòàöèé. Ñíèæåíèå ýòîãî ýôôåê-
òà ìîæåò áûòü äîñòèãíóòî òùàòåëüíûì âûáîðîì ñàé-
òîâ-ìèøåíåé ñ ïîìîùüþ èñïîëüçîâàíèÿ ñîîòâåòñòâóþ-
ùèõ ïðîãðàìì è ðåñóðñîâ (ðèñ. 4, à). Äëÿ îáåñïå÷åíèÿ

áîëüøåé ñïåöèôè÷íîñòè CRISPR/Cas9 ñëåäóåò âûáðàòü
ñàéò-ìèøåíü ñ íàèìåíüøèì ÷èñëîì off-target-ñàéòîâ è íå-
ïðàâèëüíî ñïàðåííûõ îñíîâàíèé ìåæäó sgRNA è êîìïëå-
ìåíòàðíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ. Êðîìå òîãî, âî èçáåæàíèå
off-target-ýôôåêòà ìîæåò áûòü îïòèìèçèðîâàí óðîâåíü
ýêñïðåññèè ýíäîíóêëåàçû Cas9 (Pattanayak et al., 2013).

Óñïåøíûì îêàçàëñÿ ïîäõîä ñ èñïîëüçîâàíèåì ìóòàí-
òíûõ íèêàçíûõ âåðñèé Cas9 (nCas9), â îñíîâå êîòîðîãî
ëåæèò êîîïåðàöèÿ ìåæäó äâóìÿ gRNA äëÿ âíåñåíèÿ
äâóõíèòåâûõ ðàçðûâîâ â ÄÍÊ (Mali et al., 2013). Äðóãèì
ïîäõîäîì ìîæåò áûòü ñîçäàíèå ìóòàíòíûõ ëèíèé ñ èñïî-
ëüçîâàíèåì sgRNA, êîòîðàÿ ìåòèò ðàçíûå ïîñëåäîâàòåëü-
íîñòè â îäíîì è òîì æå ãåíå. Íàáëþäåíèå îäíîãî è òîãî
æå ôåíîòèïà â ðàçëè÷íûõ ìóòàíòíûõ ëèíèÿõ ìîæåò ãîâî-
ðèòü î íàðóøåíèÿõ, ñâÿçàííûõ ñ èíòåðåñóþùèì ãåíîì.

Åùå îäíà ñëîæíîñòü çàêëþ÷àåòñÿ â îãðàíè÷åíèè ïðè-
ìåíåíèÿ ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû III äëÿ ïðîäóêöèè gRNA èç-çà
íåäîñòàòêà êîììåð÷åñêè äîñòóïíîé ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû III
(Gao, Zhao, 2014). Êðîìå òîãî, èñïîëüçóþùèåñÿ äëÿ ïðî-
äóöèðîâàíèÿ sgRNA in vivo ïðîìîòåðû U3 è U6 snRNA
ãåíîâ äîìàøíåãî õîçÿéñòâà èìåþò çíà÷èòåëüíûå îãðàíè-
÷åíèÿ (Gao, Zhao, 2014). Áûë ïðåäëîæåí íîâûé ïîäõîä
äëÿ ïðîäóöèðîâàíèÿ gRNA êàê in vitro, òàê è in vivo. Áûë
ñïðîåêòèðîâàí èñêóññòâåííûé ãåí RGR, òðàíñêðèáèðóå-
ìàÿ ìÐÍÊ êîòîðîãî ñîäåðæàëà æåëàåìóþ sgRNA ñ ðèáî-
ñîìàëüíûìè ïîñëåäîâàòåëüíîñòÿìè íà îáîèõ êîíöàõ. Ïî-
ñëå ñàìîêàòàëèçèðóåìîãî ðàñùåïëåíèÿ çðåëàÿ gRNA
óñïåøíî èíäóöèðîâàëà ïîñëåäîâàòåëüíîå ñïåöèôè÷íîå
ðàñùåïëåíèå íà äðîææàõ (Gao, Zhao, 2014).

Âîçìîæíîñòè ñèñòåìû CRISPR/Cas

Ñåãîäíÿ ñ ïîìîùüþ ñèñòåìû CRISPR/Cas9 ìîæíî ðå-
øèòü ðÿä çàäà÷, òàêèõ êàê àêòèâàöèÿ è ðåïðåññèÿ òðàíñ-
êðèïöèè ñ öåëüþ èçó÷åíèÿ òðàíñêðèïöèîííûõ ñåòåé
(ïðèñîåäèíåíèå äîìåíîâ VP64 è KRAB ñîîòâåòñòâåííî),
èñïîëüçîâàíèå ðåïîðòåðíûõ áåëêîâ äëÿ âèçóàëèçàöèè
(GFP è äð.), î÷èñòêà õðîìàòèíà (àôôèííàÿ ìåòêà), èçìå-
íåíèå òîïîëîãèè ÄÍÊ (èñïîëüçîâàíèå äîìåíîâ, ïðèâîäÿ-
ùèõ ê äèìåðèçàöèè) è èçó÷åíèå ìîäèôèêàöèé õðîìàòèíà.
CRISPR/Cas9 ìîæåò ïðèâîäèòü ê âíåñåíèþ òî÷å÷íûõ ìó-
òàöèé, çàìåíàì ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé, âñòàâêàì è äåëåöèÿì.
Èñïîëüçîâàíèå äâîéíûõ ñèñòåì sgRNA/Cas9 ìîæåò ñïî-
ñîáñòâîâàòü âîçíèêíîâåíèþ êðóïíûõ äåëåöèé, èíâåðñèé
è òðàíñëîêàöèé. Ïðèìåðîì èñïîëüçîâàíèÿ CRISPR/Cas
äëÿ ðåãóëÿöèè òðàíñêðèïöèîííîé àêòèâíîñòè ãåíîâ ÿâëÿ-
åòñÿ ñèñòåìà CRISPRi (CRISPR inference) (Qi et al., 2013).
Â ñèñòåìå èñïîëüçóåòñÿ äåôåêòíàÿ dCas9 áåç íóêëåàçíîé
àêòèâíîñòè. Îíà êîýêñïðåññèðóåòñÿ ñ sgRNA äëÿ ôîðìè-
ðîâàíèÿ êîìïëåêñà óçíàâàíèÿ, êîòîðûé âìåøèâàåòñÿ â
ïðîöåññû òðàíñêðèïöèîííîé ýëîíãàöèè, ïðèñîåäèíåíèå
ÐÍÊ-ïîëèìåðàçû è òðàíñêðèïöèîííûõ ôàêòîðîâ. Ýòî ïî-
çâîëÿåò âûêëþ÷àòü ýêñïðåññèþ ãåíîâ áåç ãåíåòè÷åñêîãî
èçìåíåíèÿ ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ÄÍÊ.

Ïðèìåíåíèå ñèñòåì
íàïðàâëåííîãî ðåäàêòèðîâàíèÿ ê hPSCs

Ãåíîìíàÿ èíæåíåðèÿ íà îñíîâå hPSCs íåñåò áîëüøîé
ïîòåíöèàë äëÿ áèîìåäèöèíñêèõ èññëåäîâàíèé, ðàçðàáîò-
êè ïëàòôîðì äëÿ òåñòèðîâàíèÿ ëåêàðñòâåííûõ ïðåïàðà-
òîâ è ðåãåíåðàòèâíîé ìåäèöèíû. hPSCs ñïîñîáíû ê íåî-
ãðàíè÷åííîìó äåëåíèþ è ñîõðàíÿþò ïîòåíöèàë äèôôå-
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ðåíöèðîâêè â ëþáîé òèï êëåòîê ÷åëîâåêà (Thomson,
1998). Âàæíîé ïðîáëåìîé ÿâëÿåòñÿ ðàçðàáîòêà ñèñòåì äëÿ
ýôôåêòèâíîãî è òî÷íîãî ìàíèïóëèðîâàíèÿ ãåíîìîì hPSCs.

Äëÿ ðåäàêòèðîâàíèÿ ãåíîìà hPSCs ïðèìåíÿëè ñèñòå-
ìû ZFNs è TALENs. Îäíàêî ðàáîòà ñ ýòèìè ñèñòåìàìè
òðåáóåò çíà÷èòåëüíûõ óñèëèé è äëèòåëüíîãî âðåìåíè
(Hockemeyer et al., 2009, 2011). Êðîìå òîãî, hESCs ÿâëÿ-
þòñÿ ïëîõî òðàíñôèöèðóåìûìè êëåòî÷íûìè ëèíèÿìè.
Íåäàâíî áûëè ïîëó÷åíû äàííûå îá ýôôåêòèâíîì ïðèìå-
íåíèè ñèñòåìû CRISPR/Cas9 èç Neisseria meningitidis ê
ïëþðèïîòåíòíûì êëåòêàì (Hou et al., 2013). Â ýòîé ñèñòå-
ìå èñïîëüçîâàëè ïðîòîñïåéñåð ðàçìåðîì 24 bp è íåñêîëüêî
èíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü PAM (Hou et al., 2013). ÐÍÊ-íà-
ïðàâëÿåìàÿ Cas9 íóêëåàçà èç N. meningitidis (NmCas9) óç-
íàåò PAM-ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ñòðóêòóðû 5�-NNNNGATT3�,
îòëè÷íyþ îò PAM-ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé, óçíàâàåìûõ Cas9

ó S. pyogenes (SpCas9) (5�-NGG-3�) è S. thermophilus (StCas9)
(-5�-NNAGAAW-3�) (W = A èëè T) (Hou et al., 2013). Êà-
òàëèçèðóåìûé ÐÍÊàçîé III ïðå-crRNA-ïðîöåññèíã íåîá-
õîäèì äëÿ îáåèõ ñèñòåì S. pyogenes è S. thermophilus. Èñ-
ñëåäîâàíèå ñèñòåìû CRISPR/Cas9 ó N. meningitidis ïîçâîëè-
ëî îáíàðóæèòü RNAseIII-ïðîöåññèíãíåçàâèñèìóþ ñèñòåìó
(Schoen et al., 2014). Áûëà ïîêàçàíà âûñîêàÿ (60%-íàÿ)
ýôôåêòèâíîñòü ïðèìåíåíèÿ NmCas9 äëÿ ãåíîìíîãî ðå-
äàêòèðîâàíèÿ íà äâóõ ëèíèÿõ ESCs è îäíîé ëèíèè èíäó-
öèðîâàííûõ ïëþðèïîòåíòíûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê. Ïðåè-
ìóùåñòâîì èñïîëüçîâàíèÿ NmCas9 ïî ñðàâíåíèþ ñ SpCas9
ÿâëÿåòñÿ ëó÷øàÿ ñïåöèôè÷íîñòü ìå÷åíèÿ áëàãîäàðÿ äëèí-
íîìó crRNA-ñïåéñåðó (24 bp) è äëèííîìó PAM (Schoen et
al., 2014). Êðîìå òîãî, äëèííàÿ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü PAM
ñïîñîáñòâóåò ñíèæåíèþ off-target-ýôôåêòà, õîòÿ è îãðà-
íè÷èâàåò âîçìîæíîñòè ïðèìåíåíèÿ ýòîé ñèñòåìû. Íàëè-
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Ðèñ. 4. Ðåñóðñû äëÿ ðàáîòû ñ ñèñòåìîé CRISPR/Cas (à) è êðèñòàëëè÷åñêàÿ ñòðóêòóðà ýíäîíóëåàçû Cas9 â êîìïëåêñå ñ sgRNA è
ÄÍÊ-ìèøåíüþ ó Streptococcus pyogenes (á).



÷èå îøèáî÷íî ñïàðåííûõ îñíîâàíèé îêàçàëîñü ïåðåíîñè-
ìî â ðàçíîé ñòåïåíè äëÿ NmCas9 è SpCas9 â êëåòêàõ ìëå-
êîïèòàþùèõ. NmCas 9 ÿâëÿåòñÿ áîëåå ÷óâñòâèòåëüíîé ïî
ñðàâíåíèþ ñ SpCas9 ê îøèáî÷íî ñïàðåííûì îñíîâàíèÿì
â 13, 15 è 17-ì ïîëîæåíèÿõ (îòñ÷åò ñ PAM-ïðîêñèìàëüíî-
ãî êîíöà ïðîòîñïåéñåðà). Ýôôåêòèâíîñòü NmCas9 ãåíîì-
íîãî ðåäàêòèðîâàíèÿ ïðè íàëè÷èè òàêèõ ìèñìýò÷åé äî-
ñòèãàëà 10—40 %, òîãäà êàê ó SpCas9 — 60—90 % (Cong
et al., 2013; Hou et al., 2013).

Ñîâñåì íåäàâíî íà îñíîâå ñîâìåñòíîãî èñïîëüçîâàíèÿ
ñècòåìû CRISPR/Cas ñ TALENs áûëà ðàçðàáîòàíà ïëàòôîð-
ìà äëÿ ïðîâåäåíèÿ ãåííî-èíæåíåðíûõ ðàáîò íà hPSCs,
íàçâàííàÿ iCRISPR (González et al., 2014). iCRISPR ïîçâî-
ëÿåò áûñòðîå (ñðîêîì äî 1 ìåñ) è âûñîêîýôôåêòèâíîå ñî-
çäàíèå áèàëëåëüíûõ íîêàóòíûõ ëèíèé hPSCs äëÿ ðàáîò,
ñâÿçàííûõ ñ èçó÷åíèåì ôóíêöèè ãåíîâ, à òàêæå c âíåñåíè-
åì ãîìîçèãîòíûõ ìóòàöèé â hPSCs ñî ñïåöèôè÷íûìè èç-
ìåíåíèÿìè íóêëåîòèäîâ äëÿ òî÷íîãî ìîäåëèðîâàíèÿ (âîñ-
ïðîèçâåäåíèÿ) óñëîâèé èçó÷àåìîé áîëåçíè. Êðîìå òîãî, áû-
ëà ïîêàçàíà óñïåøíàÿ îäíîøàãîâàÿ ãåíåðàöèÿ äâîéíûõ è
òðîéíûõ íîêàóòíûõ ëèíèé hPSC ñ ýôôåêòèâíîñòüþ äî
10 %, à òàêæå ñòàäèîñïåöèôè÷åñêèé èíäóöèáåëüíûé íî-
êàóò ãåíà âî âðåìÿ äèôôåðåíöèðîâêè hPSC ïóòåì êîòðàí-
ñôåêöèè sgRNAs c îäíîöåïî÷å÷íîé ÄÍÊ (ssDNA)-HDR-
ìàòðèöåé ñ ýôôåêòèâíîñòüþ äî 10 % (González et al., 2014).
Äëÿ äîñòèæåíèÿ áûñòðîãî, ìíîæåñòâåííîãî è èíäóöèáåëü-
íîãî ãåíîìíîãî ðåäàêòèðîâàíèÿ â hPSCs ñ ïîìîùüþ TA-
LENs-îïîñðåäîâàííîãî ìå÷åíèÿ ãåíîâ áûëà ñîçäàíà ïà-
íåëü hPSCs äëÿ áûñòðîé è íàäåæíîé äîêñèöèêëèí-èíäó-
öèáåëüíîé ýêñïðåññèè Cas9 (iCas9 hPSCs). Ïóòåì òðàíñôåê-
öèè iCas hPSCs c sgRNAs, ñïðîåêòèðîâàííîé äëÿ íåñêî-
ëüêèõ ðàçëè÷íûõ ãåíîâ, áûëè ãåíåðèðîâàíû áèàëëåëüíûå
íîêàóòíûå ëèíèè hPSC ïî øåñòè èíäèâèäóàëüíûì ãåíàì
ñ ýôôåêòèâíîñòüþ îò 20 äî 60 % (González et al., 2014).

Ñèñòåìà CRISPR/Cas áûëà óñïåøíî ïðèìåíåíà è äëÿ
ðåãóëÿöèè àêòèâàöèè è ðåïðåññèè òðàíñêðèïöèîííîé àê-
òèâíîñòè ãåíîâ â hPSCs, îêàçûâàþùèõ âëèÿíèå íà õîä
êëåòî÷íîé äèôôåðåíöèðîâêè. Ýòîò ïîäõîä ìîæåò áûòü
ïðèìåíåí äëÿ èçó÷åíèÿ è ðåãóëèðîâàíèÿ ðåøåíèé äèôôå-
ðåíöèðîâêè (Kearns et al., 2014).

iPSC ìîãóò áûòü ïðåêðàñíîé ïëàòôîðìîé äëÿ ìîäå-
ëèðîâàíèÿ çàáîëåâàíèé. Èñïîëüçîâàíèå ñèñòåìû CRISPR/
Cas ïîçâîëèëî ïîëó÷èòü iPSCs ñ áèàëëåëüíîé ìóòàöèåé â
ãåíå, êîäèðóþùåì ìåòèëòðàíñôåðàçó 3B (DNMT3B). Âîç-
íèêíîâåíèå ïîäîáíîé ìóòàöèè ïðèâîäèò ê ñèíäðîìó ICF
(immunodeficiency, centromeric region instability, facial
anomalies syndrome) — î÷åíü ðåäêîìó àóòîñîìàëüíî-ðå-
öåññèâíîìó çàáîëåâàíèþ, õàðàêòåðèçóþùåìóñÿ èììóíî-
äåôèöèòíîñòüþ, íåñòàáèëüíîñòüþ õðîìîñîì è àíîìàëèÿ-
ìè ëèöà (Horii et al., 2013).

Ñòîèò óïîìÿíóòü ðàáîòó, â êîòîðîé áûëè ïîëó÷åíû
iPSCs, ãîìîçèãîòíûå ïî CCR5D32-ìóòàöèè, ñ ïîìîùüþ
ðåäàêòèðîâàíèÿ ãåíîìà äèêîãî òèïà iPSCs ñ èñïîëüçîâà-
íèåì ñèñòåìû CRISPR/Cas ñîâìåñòíî ñ PiggyBac-òåõíî-
ëîãèåé. Ïàöèåíòû, ãîìîçèãîòíûå ïî ìóòàöèè, âûçâàííîé
äåëåöèåé â ãåíå ðåöåïòîðà Ñ-Ñ (õåìîêèíîâîãî ðåöåïòîðà
V òèïà (CCR5D32)), ðåçèñòåíòíû ê âèðóñó HIV-1. iPSCs
áûëè äèôôåðåíöèðîâàíû â ìîíîöèòû (ìàêðîôàãè) è
áûëà ïîêàçàíà èõ ðåçèñòåíòíîñòü ê HIV-1 (Ye et al., 2014).

Èíòåðåñíîé òàêæå ÿâëÿåòñÿ ñòðàòåãèÿ èçó÷åíèÿ ôóíê-
öèîíàëüíîé ðîëè èíòåðåñóþùèõ ãåíîâ íà ñòâîëîâûõ êëåò-
êàõ ñ èñïîëüçîâàíèåì CRISPR/Cas. Íåäàâíî ñ ïîìîùüþ
CRISPR/Cas9 áûëà ïðîèçâåäåíà âñòàâêà èíäóöèáåëüíîãî
ðåãóëèðóåìîãî òåòðàöèêëèíîì ïðîìîòåðà (tet-OFF/TRE-
CMV) âûøå îáëàñòè ýíäîãåííîãî ïðîìîòåðà ãåíà ðåöåï-

òîðà VEGFR 2 (vascular endothelial growth factor receptor 2) â
ESCs ìûøè. Ýòîò ãåí ÿâëÿåòñÿ êëþ÷åâûì â ïðîöåññå äèô-
ôåðåíöèðîâêè â ýíäîòåëèàëüíûå êëåòêè. Òàêèì îáðàçîì,
ìîãóò áûòü äîñòèãíóòû è èíàêòèâàöèÿ ãåíà ñ ïîìîùüþ íà-
ëè÷èÿ âñòàâêè, è èíäóöèáåëüíàÿ ýêñïðåññèÿ ýòîãî æå ãåíà
â îäíîé è òîé æå ñèñòåìå (Matsunaga, Yamashita, 2014).

Çàêëþ÷åíèå

Ïðèìåíåíèå ñèñòåì ðåäàêòèðîâàíèÿ ãåíîìà íà îñíî-
âå ïðîãðàììèðóåìûõ íàïðàâëÿåìûõ íóêëåàç ê ïëþðèïî-
òåíòíûì ñòâîëîâûì êëåòêàì ïîçâîëÿåò èñïîëüçîâàòü
hPSCs â êà÷åñòâå ïëàòôîðìû äëÿ èçó÷åíèÿ ãåíîâ, âîâëå-
÷åííûõ â ìîëåêóëÿðíûå ìåõàíèçìû âîçíèêíîâåíèÿ àíî-
ìàëüíûõ ôåíîòèïîâ, ìîäåëèðîâàíèÿ çàáîëåâàíèé, èçó÷å-
íèÿ ëåêàðñòâåííûõ ïðåïàðàòîâ. Ýòî îòêðûâàåò íîâûå âîç-
ìîæíîñòè â îáëàñòè ãåííîé òåðàïèè è ðåãåíåðàòèâíîé
ìåäèöèíû. Ê òàêèì ìåòîäàì ãåíîìíîãî ðåäàêòèðîâàíèÿ
îòíîñÿòñÿ ñèñòåìû íàïðàâëÿåìûõ íóêëåàç — ZFNs, èëè
«öèíêîâûå ïàëüöû», TALENs è CRISPR/Cas.

Êàæäàÿ èç òðåõ âûøåîïèñàííûõ ñèñòåì ìîæåò èñïîëü-
çîâàòüñÿ äëÿ íàïðàâëåííûõ èçìåíåíèé ãåíîìà, íàðóøåíèÿ
ôóíêöèè ãåíîâ, èõ êîððåêöèè è äîáàâëåíèÿ íîâûõ. Ñðàâíè-
òåëüíàÿ ïðîñòîòà, âûñîêàÿ ñêîðîñòü â ðàáîòå, ýôôåêòèâ-
íîñòü è äåøåâèçíà èñïîëüçîâàíèÿ ñèñòåìû CRISPR/Cas
ÿâëÿþòñÿ åå âàæíûìè ïðåèìóùåñòâàìè. Êðîìå òîãî,
CRISPR/Cas óñïåøíî çàðåêîìåíäîâàëà ñåáÿ ïðè ðàáîòå ñ
ýìáðèîíàëüíûìè êëåòêàìè ÷åëîâåêà. Ñèñòåìà CRISPR/Cas9
ìîæåò áûòü èñïîëüçîâàíà äëÿ âíåñåíèÿ òî÷å÷íûõ ìóòà-
öèé, çàìåí ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé, âñòàâîê è äåëåöèé, äëÿ
àêòèâàöèè è ðåïðåññèè òðàíñêðèïöèè ãåíîâ êàê ñ ïðèâíå-
ñåíèåì ãåíåòè÷åñêèõ èçìåíåíèé â ïîñëåäîâàòåëüíîñòü
ÄÍÊ, òàê è áåç, äëÿ èçó÷åíèÿ òðàíñêðèïöèîííûõ ñåòåé,
âèçóàëèçàöèè ñ èñïîëüçîâàíèåì ðåïîðòåðíûõ áåëêîâ è
èçó÷åíèÿ ìîäèôèêàöèé õðîìàòèíà. Èñïîëüçîâàíèå ñèñòå-
ìû èç äâóõ sgRNA/Cas9 ïîçâîëÿåò ïîëó÷àòü êðóïíûå äå-
ëåöèè, èíâåðñèè è òðàíñëîêàöèè. Âàæíûì ïðåèìóùåñò-
âîì ñèñòåìû ÿâëÿåòñÿ âîçìîæíîñòü óñïåøíîé îäíîøàãîâîé
ãåíåðàöèè äâîéíûõ è òðîéíûõ íîêàóòíûõ ëèíèé hPSC, à
òàêæå âîçìîæíîñòü ñòàäèîñïåöèôè÷åñêîãî èíäóöèáåëü-
íîãî íîêàóòà ãåíà âî âðåìÿ äèôôåðåíöèðîâêè hPSC. Ñèñ-
òåìà CRISPR/Cas ìîæåò áûòü ïðèìåíåíà äëÿ ðåãóëÿöèè
àêòèâàöèè è ðåïðåññèè òðàíñêðèïöèîííîé àêòèâíîñòè ãå-
íîâ â hPSCs, îêàçûâàþùèõ âëèÿíèå íà õîä êëåòî÷íîé
äèôôåðåíöèðîâêè. Ýòîò ïîäõîä ìîæåò áûòü ïðèìåíåí
äëÿ èçó÷åíèÿ è ìàíèïóëèðîâàíèÿ ðåøåíèÿìè äèôôåðåí-
öèðîâêè ñòâîëîâûõ êëåòîê. Ïåðñïåêòèâíûì ìîæåò ÿâëÿ-
òüñÿ èñïîëüçîâàíèå ñèñòåìû CRISPR/Cas â îïòîãåíåòè÷å-
ñêèõ ðàáîòàõ, à òàêæå ýïèãåíåòè÷åñêèõ èññëåäîâàíèÿõ.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ìèíè-
ñòåðñòâà îáðàçîâàíèÿ è íàóêè ÐÔ (êîíòðàêò ¹ 14.740.11.

0920 äëÿ Ä. Ìåëèíî) è Ðîññèéñêîãî научного ôîíäà (про-
åêò 14-15-00816 äëÿ Í. À. Áàðëåâà).
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Genome editing systems based on site-specific nucleases became very popular for genome editing in mo-
dern bioengineering. Human pluripotent stem cells provide a unique platform for genes function study, disease
modeling, and drugs testing. Consequently, technology for fast, accurate and well controlled genome manipula-
tion is required. CRISPR/Cas (clustered regularly interspaced short palindromic repeat/CRISPR-associated)
system could be employed for these purposes. This system is based on site-specific programmable nuclease
Cas9. Numerous advantages of the CRISPR/Cas system and its successful application to human stem cells pro-
vide wide opportunities for genome therapy and regeneration medicine. In this publication, we describe and
compare the main genome editing systems based on site-specific programmable nucleases and discuss opportu-
nities and perspectives of the CRISPR/Cas system for application to pluripotent stem cells.
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