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Аннотация
Технологии редактирования генома и  их модификации являются незаменимым ин-
струментом для изучения функций отдельных молекул, получения клеточных линий 
и  животных с  заданными свойствами, а  также разработки перспективных подходов 
к терапии не излечимых ранее заболеваний. Данный обзор освещает различные аспекты 
технологий геномного редактирования: от их биологического значения до принципов 
функционирования и наиболее перспективных областей применения в фундаменталь-
ных и прикладных исследованиях. Особое внимание уделено обсуждению ограничений 
технологий редактирования генома, а также правовых и этических аспектов их приме-
нения для коррекции генома человека. Данный обзор может быть интересен широко-
му кругу читателей, желающих узнать больше о  технологиях редактирования генома 
и планирующих их практическое применение.
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Abstract
Genome editing technologies and their modifications are an indispensable tool for studying the 
functions of individual molecules, obtaining cell lines and animals with specified properties, 
and developing promising approaches to the therapy of previously untreatable diseases. This 
review covers various aspects of genome editing technologies: from their biological significance 
to the principles of their functioning and the most promising areas of application in basic and 
applied research. Particular attention is paid to discussing the limitations of genome editing 
technologies, as well as the legal and ethical aspects of their application to human genome mod-
ification. This review may be of interest to a wide range of readers, including researchers wish-
ing to learn more about genome editing technologies and planning their practical application.
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Список сокращений
ВИЧ — вирус иммунодефицита человека
гРНК — гидовая/направляющая РНК
ГСК — гематопоэтические стволовые клетки
пре-крРНК (pre-crRNA) — пре-криспр-РНК
РГ — редактирование генома
транс-крРНК (tracrRNA) — транс-криспр-РНК
BASU — Bacillus subtilis BirA, биотин лигаза Bacillus subtilis
BE — Base Editors, редакторы оснований
BER — Base Excision Repair, эксцизионная репарация оснований
CAR — Chimeric Antigen Receptor, химерный антигенный рецептор
CARLIN — CRISPR array repair lineage tracing, Отслеживание клеточной линии с помощью 
массива CRISPR
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CARPID — CRISPR-Assisted RNA-Protein Interaction Detection, обнаружение взаимодейст-
вия РНК и белка с помощью CRISPR
Cas9 — CRISPR associated protein 9, CRISPR-ассоциированный белок 9
CCR5 — C-C chemokine receptor type 5, C-C-рецептор хемокина 5
CRISPR  — Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats, Кластеризованные 
регулярно чередующиеся короткие палиндромные повторы
HDR — Homology-Directed Repair, гомологически направленная репарация
HITI — Homology-Independent Target Integration, направленная интеграция, не зависящая 
от гомологии
IRES — Internal ribosome entry site, сайт внутренней посадки рибосомы
lncRNA — long non-coding RNA, длинные некодирующие РНК
miRNA — microRNA, микроРНК
MMLV — Moloney Murine Leukemia Virus, вирус мышиной лейкемии Молони
MR1 — Major histocompatibility complex class I-related protein, белок, связанный с основным 
комплексом гистосовместимости I
NER — Nucleotide Excision Repair, эксцизионная репарация нуклеотидов
NHEJ — Non-homologous end joining, негомологическое соединение концов
PAM — Protospacer Adjacent Motif, последовательность, прилежащая к протоспейсеру
PE — PrimeEditing, праймерное редактирование
Q-dot — Quantum dot, квантовые точки
saRNA — small activating RNA, малые активирующие РНК
siRNA — small interfering RNA, малые интерферирующие РНК
snRNA — small nuclear RNA, малые ядерные РНК
ssODN — single-stranded oligodeoxynucleotide, одноцепочечный олигонуклеотид
TALE — Transcription Activator Like Effectors, эффекторы, подобные транскрипционным 
факторам
TALENs — Transcription Activator Like Effector Nucleases, нуклеазы на основе эффекторов, 
подобных активаторам транскрипции
TCR — T-cell receptor, Т-клеточный рецептор
ZFNs — Zinc-Finger Nucleases, нуклеазы с цинковыми пальцами

Введение

Редактирование генома (РГ) представляет со-
бой уникальный инструмент для внесения пер-
манентных (постоянных) направленных из-
менений в  геном организмов, принадлежащих 
ко всем царствам живого. Согласно современ-
ной классификации РГ считается одной из раз-
новидностей генной терапии [1], однако от клас-
сических генотерапевтических подходов РГ 
отличается значительно более широким спек-
тром возможностей применения: от редакти-
рования последовательностей нуклеиновых ки-
слот до управления экспрессией целевых генов, 
от маркирования целевых локусов до управ-
ления эпигеномом и  стимуляции хромосом-
ных транслокаций  [2]. При этом все изменения 
активности или структуры целевых молекул 

(ДНК, РНК и  даже белков) происходят в  при-
родном контексте в  живой клетке. В  то время 
как классическая генная терапия подразумева-
ет экзогенное введение молекул ДНК или РНК 
в дополнение к уже существующим и зачастую 
носит временный характер  [3]. Высокая гиб-
кость и  достаточно высокая точность делают 
РГ незаменимым инструментом для изучения 
роли отдельных молекул в  процессах функци-
онирования клеток и  в патогенезе отдельных 
заболеваний, а  также открывают перспективу 
для терапевтической коррекции целого ряда тя-
желых наследственных патологий.

Эволюция технологий редактирования генома
Истоки редактирования генома лежат в  из-
учении механизмов гомологичной рекомби-
нации и  поиске факторов, увеличивающих ее 
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эффективность. Гомологичная рекомбинация 
с конца 1980-х годов использовалась как биологи-
ческий механизм, позволяющий осуществлять 
генетические манипуляции с клетками и полу-
чать первые породы генетически модифициро-
ванных животных [4–6]. В основе гомологичной 
рекомбинации лежит способность молекул ДНК 
обмениваться участками, обладающими опре-
деленной степенью гомологии  [7]. Эффектив-
ность спонтанной рекомбинации была крайне 
низка, и вероятность ее возникновения состав-
ляла 1/1 000 000. Было установлено, что двуцепо-
чечные разрывы ДНК, возникающие неподалеку 
от целевого гена, увеличивают вероятность го-
мологичной рекомбинации в 1000 раз [8, 9]. Это 
привело к пониманию, что нужно искать инстру-
менты, способные вносить разрывы в  нужные 
локусы ДНК. Первыми с этой целью стали при-
менять мегануклеазы (рис. 1), например I-Cre, I-
SceI, PI-PfuI и др. — разновидность эндонуклеаз 
рестрикций вирусного и микробного происхож-
дения, способных распознавать протяженные 
и  зачастую уникальные ДНК-последовательно-
сти (длиной 14–40  нуклеотидов)  [10, 11]. Таким 
образом, мегануклеазы можно считать первым 
поколением технологий РГ. Впрочем, высокая 
специфичность и  обусловленная этим практи-
ческая невозможность нацелить их в  нужную 
область генома ограничили их распространение 
и  применение. Попытки целенаправленно ме-
нять их специфичность с  помощью мутагенеза 
оказались трудоемкими и ожидаемых результа-
тов не дали.

Первыми истинно программируемыми ну-
клеазами стали Zinc-Finger Nucleases (ZFNs, 
или Нуклеазы с  цинковыми пальцами) и  Tran-
scription Activator Like Effector Nucleases 
(TALENs,  или Нуклеазы на основе эффекторов, 
подобных активаторам транскрипции) (рис. 1), 
состоящие из ДНК-распознающего и нуклеазно-
го домена  [12]. ДНК-распознающий домен ZFNs 
и  TALENs является модульным (составным) 
и включает в себя от 3–6 (ZFNs) до 14–20 (TAL-
ENs) субдоменов. Каждый из субдоменов ДНК-
распознающего домена ZFNs представляет со-
бой так называемый «цинковый палец» (входит 
в состав ДНК-связывающих белков, в т.ч. тран-
скрипционных факторов), состоит из ~ 30 ами-
нокислот и  способен распознавать уникаль-
ный триплет [13]. Существует по меньшей мере 
64 варианта таких модулей для сборки ДНК-свя-
зывающего домена ZFNs (по числу возможных 
триплетов).

Субдомены ДНК-распознающего домена TAL-
ENs, в  свою очередь, были позаимствованы 
у  микроорганизмов рода Xanthomonas (парази-
тов сельскохозяйственных растений), которые 
с  целью облегчения инфицирования растений 
вводят в цитоплазму растительных клеток спе-
циальные белки  — эффекторы, подобные ак-
тиваторам транскрипции, или Transcription 
Activator Like Effectors (TALEs), что приводит 
к  нарушениям транскрипции ряда защитных 
генов (MtN3/saliva/SWEET и др.) и компромета-
ции защитных механизмов растений  [14]. Каж-
дый из субдоменов TALEs или TALENs состоит 
из ~  34  аминокислот и  способен распознавать 
один из дезоксирибонуклеотидов (A, T, G  или 
C) в составе ДНК. Существует по меньшей мере 
4 варианта таких модулей для сборки ДНК-свя-
зывающего домена TALENs (по числу природ-
ных дезоксирибонуклеотидов). Комбинируя 
модули в  ДНК-распознающих доменах ZFNs 
и TALENs, можно их нацеливать (программиро-
вать) на распознавание практически любых по-
следовательностей ДНК.

Нуклеазная активность ZFNs и  TALENs реали-
зуется благодаря входящему в их состав нукле-
азному домену из эндонуклеазы рестрикции 
(чаще всего FokI) [15]. Такой нуклеазный домен 
должен удовлетворять двум основным требо-
ваниям: отсутствие специфичности к  какой-то 
конкретной нуклеотидной последовательности 
и  реализация нуклеазной активности строго 
вследствие димеризации. Комбинирование ну-
клеазного домена с  программируемым ДНК-
распознающим доменом ZFNs или TALENs по-
зволяет не только наводить их в определенную 
область генома, но и  вносить двуцепочечный 
разрыв в  ДНК в  локус по желанию. Для эф-
фективного и  специфичного разрезания ZFNs 
и  TALENs программируются на участки про-
тивоположных цепей с  обеспечением дистан-
ции между ними в  13–18  нуклеотидов (рис. 1), 
что позволяет FokI-нуклеазному домену диме-
ризоваться, активироваться и  внести двуцепо-
чечный разрыв. Последствия такого разрыва 
и его роль в редактировании генома будут рас-
смотрены ниже.

Основными недостатками ZFNs и TALENs явля-
ются трудоемкость сборки ДНК-распознающего 
домена из отдельных модулей и способность та-
ких модулей «интерферировать» друг с другом, 
изменяя и  снижая специфичность результиру-
ющего ДНК-распознающего домена  [16]. Более 

https://en.wikipedia.org/wiki/Meganuclease_I-SceI
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Рис. 1. Основные разновидности систем редактирования генома до появления CRISPR/Cas

тонкая адаптация такого ДНК-распознающего 
домена к целевой последовательности ДНК осу-
ществляется с помощью методов направленно-
го мутагенеза, фагового дисплея и  направлен-
ной эволюции. Все это делает использование 
ZFNs и  TALENs дорогим, трудоемким и  время-
затратным.

Основным конкурентом ZFNs и  TALENs в  РГ 
стала технология CRISPR/Cas, играющая роль 
адаптивного противовирусного иммунитета 
в бактериях и археях  [17]. В основе технологии 
CRISPR/Cas лежит комплекс инвариантного 
белка-эндонуклеазы и  короткой вариабельной 
направляющей РНК, выполняющей функцию 
наведения эндонуклеазы в нужную область ге-
нома. Простота и дешевизна синтеза соответст-
вующих направляющих РНК без необходимости 

менять свойства самой эндонуклеазы (в проти-
воположность мегануклеазам, ZFNs и  TALENs) 
дают возможность быстро менять специфич-
ность рибонуклеопротеиновых комплексов, 
а  также позволяют одновременно осуществ-
лять редактирование сразу по множеству 
целевых локусов в  одной или разных клет-
ках. Благодаря этим свойствам технология 
CRISPR/Cas приобрела широкое распростране-
ние как в фундаментальных, так и прикладных 
исследованиях  [18, 19]. Ее природный потен-
циал был дополнительно мультиплицирован 
созданием колоссального количества модифи-
каций, позволяющих реализовывать самые сме-
лые задумки и  мечты ученых и  клиницистов. 
В 2020 году исследователи Jennifer Anne Doudna 
и  Emmanuelle Charpentier, работы которых  [20] 
легли в основу применения системы CRISPR/Cas 
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для РГ, получили Нобелевскую премию по хи-
мии с формулировкой «за развитие методов ге-
номного редактирования» («for the development 
of a method for genome editing»).

Биологическое значение системы редактирования 
генома CRISPR/Cas9
История CRISPR/Cas начинается в 1987 году, ког-
да в  бактериальной хромосоме Escherichia coli 
впервые были идентифицированы палиндром-
ные повторы, расположенные с  определенным 
интервалом и  сгруппированные в  кластер, по-
лучившие название CRISPR (Clustered Regularly 
Interspaced Short Palindromic Repeats) [21]. Тогда 
их функциональное значение и роль в биологии 
бактериальной клетки понять не смогли. Позже 
CRISPR-локусы были идентифицированы у  бо-
лее чем 80% археев и 40% бактерий, в том числе 
и клинически значимых микроорганизмов, та-
ких как Mycobacterium tuberculosis, Staphylococcus 
aureus и  Streptococcus pyogenes. Анализ CRISPR-
локусов показал, что в их состав входят после-
довательности, соответствующие фрагментам 
ДНК бактериофагов, плазмид и ряда других па-
разитических генетических элементов, причем 
бактериальные клетки, несущие такие последо-
вательности, оказались устойчивы к  инфици-
рованию соответствующими бактериофагами 
и  плазмидами  [17, 22]. Совокупность этих фак-
тов позволила предположить, что CRISPR-локус 
является частью адаптивной иммунной систе-
мы бактерий и архей, что и было подтверждено 
экспериментально. Позже были установлены 
и другие участники функционирования данной 
системы — белки Cas (CRISPR-associated proteins 
или белки, ассоциированные с CRISPR), а также 
принципы и  механизмы функционирования 
этой системы.

В составе самого CRISPR-локуса бактерий выде-
ляют CRISPR-массив, который подобно каталогу 
хранит информацию о перенесенных инфекци-
ях и служит материальной основой для синтеза 
РНК-инструкций для CRISPR-интерференции, 
а  также гены Cas-белков, обеспечивающих 
функционирование всей системы CRISPR/Cas. 
CRISPR-локус встроен в бактериальную хромо-
сому, что обеспечивает передачу устойчивости 
к  паразитическим генетическим элементам 
и потомкам данной бактериальной клетки.

Для того чтобы лучше понять номенклатуру си-
стемы CRISPR/Cas и принципы ее работы, необхо-
димо ввести несколько терминов. Если взглянуть 

на структуру CRISPR-локуса и попытаться понять 
логику первых его исследователей, то можно за-
метить, что наибольшее внимание в  структуре 
CRISPR-локуса они уделяли именно палиндром-
ным повторяющимся последовательностям (по 
их именованию система CRISPR и получила свое 
название). И  это неспроста, поскольку сущест-
вовало множество примеров их биологической 
значимости: так, палиндромные последователь-
ности в  ДНК являются участками хромосомной 
нестабильности, а в структуре РНК они необхо-
димы для процессинга тРНК и  микроРНК, ини-
циации обратной транскрипции и  трансляции 
по IRES-зависимому механизму и  т.д.  [23, 24]. 
Последовательности ДНК, разделяющие такие 
палиндромные последовательности, получи-
ли название спейсеров. Когда стало понятно, 
что спейсеры представляют собой фрагменты ге-
нетического материала паразитических элемен-
тов, то соответствующие им последовательности 
в  геноме таких паразитов (в том числе являю-
щиеся мишенью при CRISPR-интерференции) 
получили название «протоспейсеры» (т.е.  пред-
спейсеры). Важную роль в  регуляции актив-
ности системы CRISPR/Cas в  ходе CRISPR-
интерференции играет последовательность 
из 2–6  нуклеотидов, прилежащая к  протоспей-
серу с  3’ или 5’ конца (protospacer adjacent motif 
или PAM-последовательность)  [25]. Ее биологи-
ческое значение будет рассмотрено ниже.

В работе системы CRISPR/Cas в  бактериальной 
клетке можно выделить три основных этапа 
(рис.  2): первый  — распознавание, захват и  ин-
теграция в  CRISPR-локус чужеродного генети-
ческого элемента (протоспейсера), второй — эк-
спрессия компонентов системы CRISPR/Cas, 
третий — CRISPR-интерференция, т.е. CRISPR/Cas-
опосредованное расщепление целевых генетиче-
ских элементов  [17, 25]. Достоверно механизмы 
захвата протоспейсеров из чужеродных (парази-
тических) генетических элементов на сегодняш-
ний день не установлены, но считается, что таки-
ми сигналами могут служить свободные концы 
ДНК (бактериофаги), множественные разрывы 
ДНК и «репликация по типу катящегося коль-
ца». Дополнительными факторами, способству-
ющими дифференциации генома паразитиче-
ского элемента от кольцевого генома бактерий 
(бактериальной хромосомы) с  последующим 
захватом из первого протоспейсера, являются 
концентрационное преобладание таких пара-
зитических элементов над бактериальной хро-
мосомой (большое количество копий плазмиды 
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или генома бактериофага на 1  бактериальную 
клетку), а  также отсутствие (или нерегуляр-
ная встречаемость) в  них Chi сайтов, характер-
ных для данного микроорганизма (например, 
5′-GCTGGTGGN4-7-3′  — для Escherichia coli). Chi 
сайт в  геноме бактерий является областью свя-
зывания фермента RecBCD, обладающего хели-
казной и нуклеазной активностью и играющего 
в бактериях ключевую роль в процессах репли-
кации, рекомбинации и репарации ДНК (т.е. иг-
рает ключевую роль в  поддержании стабильно-
сти геномной ДНК бактерий) [26, 27]. В процессах 
распознавания и  вырезания протоспейсеров 
зачастую принимают участие ферменты-эф-
фекторы CRISPR-интерференции (например, 
Cas9  Streptococcus pyogenes), что позволяет обес-
печить более специфичное распознавание и эф-
фективное расщепление таких протоспейсеров 
в составе генома паразита при последующих ин-
фицированиях [28].

При встрече с  новым бактериофагом шансов 
у бактерии выжить не так много, но они значи-
тельно увеличиваются, если заражение происхо-
дит низким титром бактериофага либо он мутан-
тен (снижена вирулентность и/или репликация) 
или CRISPR-массив содержит направляющие 
РНК к протоспейсерам родственных вирусов (т.е. 
направляющие РНК, по крайней мере, частично 
способны распознавать протоспейсеры парази-
та). «Выздоровевшая» бактерия добавляет в свой 
CRISPR-массив новые протоспейсеры и не только 
сама приобретает устойчивость к  данному ви-
русу/плазмиде, но и  передает этот иммунитет 
своему потомству. Молекулярные механизмы 
встраивания новых протоспейсеров могут вклю-
чать, как прямую интеграцию в  соответствую-
щую область CRISPR-массива (для  двуцепочеч-
ных ДНК-протоспейсеров), так и  копирование 
в  CRISPR-массив с  участием обратных тран-
скриптаз (для РНК-протоспейсеров). Подробнее 

Рис. 2. Принципиальная схема функционирования системы адаптивного иммунитета CRISPR/Cas в  бактериальной 
клетке [11 с модиф.]
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с  механизмами захвата и  интеграции прото-
спейсеров в геном бактерий можно ознакомить-
ся в следующем обзоре [29].

Вторым этапом в  реализации CRISPR/Cas-
опосредованной иммунной защиты в бактериаль-
ной клетке является экспрессия CRISPR-массива 
(в виде единой пре-крРНК (pre-crRNA)) и  свя-
занных с  ним Cas белков. Синтезированная 
пре-крРНК процессируется с  образованием от-
дельных крРНК, которые потом загружаются 
в  эффекторную нуклеазу или комплекс белков, 
выполняющих такую функцию (например, си-
стема Cascade в  Escherichia coli)  [30]. В  ряде слу-
чаев молекулы нуклеазы-эффектора (например, 
Cas9 из Streptococcus pyogenes или Cpf1 из Lachno-
spiraceae bacterium) связываются с пре-крРНК еще 
до ее созревания с  последующим процессингом 
такого мультимолекулярного комплекса и  обра-
зованием отдельных рибонуклеопротеинов, 
опосредующих CRISPR-интерференцию. Взаимо-
действие крРНК с нуклеазой осуществляется на-
прямую (Cpf1) или посредством вспомогательной 
транс-крРНК (tracrRNA), как у Cas9 из Streptococ-
cus pyogenes и  Staphylococcus aureus. Образование 
рибонуклеопротеинового комплекса стабилизи-
рует крРНК и  активирует нуклеазу для распоз-
навания ДНК-мишени. Характер экспрессии 
CRISPR-локуса (конститутивный или индуциру-
емый) в  большинстве организмов пока не ясен, 
но для некоторых микроорганизмов (Sulfolobus 
solfataricus) был продемонстрирован конститу-
тивный (постоянный) характер его экспрессии 
вне зависимости от фаговой инвазии [31].

Образовавшиеся рибонуклеопротеиновые ком-
плексы идентифицируют комплементарные 
им протоспейсеры в  составе паразитического 
генетического элемента и  расщепляют его. Ме-
ханизмы распознавания протоспейсера и  рас-
щепления целевой нуклеиновой кислоты не-
сколько различаются в  разных типа системы 
CRISPR/Cas. Мы рассмотрим механизм CRISPR-
интерференции на примере наиболее изучен-
ного варианта CRISPR/Cas из Streptococcus pyo-
genes. Распознавание протоспейсера начинается 
со скольжения рибонуклеопротеинового ком-
плекса Cas*крРНК*тракрРНК вдоль молекулы 
ДНК. Рибонуклеопротеиновый комплекс «ска-
нирует» последовательность ДНК на наличие 
PAM (последовательности, прилежащей к  про-
тоспейсеру). Ее распознавание опосредова-
но аминокислотными остатками нуклеазы, 
и, соответственно, последовательность целевой 

PAM определяется свойствами самой нуклеазы 
(5’NGG  — у  нуклеазы Cas9  от Streptococcus pyo-
genes, 5’NNNRRT — у Cas9 от Staphylococcus aureus, 
5’TTTV — у Cpf1 от Acidaminococcus sp. и Lachno-
spiraceae sp. и т.д.) и не зависит от последователь-
ности крРНК [25, 32].

После обнаружения PAM рибонуклеопротеино-
вый комплекс останавливается в этой области, 
вызывает локальное расплетение цепей ДНК 
(проявляет хеликазную активность) и  пытает-
ся внедрить в локально разделенные цепи ДНК 
последовательность крРНК. Если наблюдается 
высокая комплементарность крРНК к  данному 
участку ДНК, то спейсер крРНК вытесняет со-
ответствующую цепь ДНК из дуплекса (и  она 
дополнительно стабилизируется положитель-
но заряженными аминокислотами, входящими 
в состав молекулы нуклеазы) и образуется ком-
плекс ДНК*крРНК*тракрРНК*Cas9, что приводит 
к активации нуклеазных доменов Cas9 и внесе-
нию двуцепочечного разрыва в  ДНК. В  случае 
недостаточной комплементарности комплекс 
диссоциирует и Cas9 продолжает сканирование. 
Таким образом, для расщепления целевой ДНК 
необходимо строгое соблюдение трех условий 
в  указанной последовательности: связывание 
крРНК*тракрРНК с Cas (что приводит к актива-
ции домена, распознающего PAM), обнаружение 
PAM (что приводит к диссоциации цепей), высо-
кая степень комплементарности крРНК (≥90%) 
к  выбранному локусу ДНК (что приводит к  ак-
тивации нуклеазных доменов нуклеазы и  рас-
щеплению ДНК) [33].

Необходимость соблюдения всех этих условий 
обеспечивает высокую специфичность систе-
мы CRISPR/Cas и  защищает бактерий от ауто-
расщепления хромосомной ДНК. Ведь, по сути, 
спейсер крРНК закодирован в  геноме бактерий 
и  представляет собой идеально комплементар-
ную мишень для распознавания комплексом 
крРНК*тракрРНК*Cas9, содержащим такую же 
крРНК. Ключевую роль в дифференциации хро-
мосомной ДНК бактерии и ДНК паразитическо-
го элемента на этапе CRISPR-интерференции 
играет PAM-последовательность: в  хромосом-
ной ДНК она отсутствует в  непосредственной 
близости от спейсера в составе CRISPR-массива, 
в то время как в целевой ДНК генетического па-
разита протоспейсер и  PAM со-локализованы, 
что «разрешает» активацию нуклеазных доменов 
Cas9  и  расщепление ДНК паразита. Расщепле-
ние ДНК разрушает целостность генов паразита 



54–77

62 | Регенерация органов и тканей. 2024;2(1)

ОБРАЗОВАТЕЛьНый ЛАНДШАФТ РЕГЕНЕРАТИВНОй МЕДИЦИНы
Карагяур М.Н., Примак А.Л., Джауари С.С., Бозов К.Д., Макусь Ю.В. 
Технологии редактирования генома и перспективы их применения в биомедицине

и открывает доступ экзонуклеазам, которые до-
вершают разрушение паразитической ДНК. Ну-
клеазы Cas9 Streptococcus pyogenes, Staphylococcus 
aureus, Streptococcus thermophiles генерируют пе-
рекрывающиеся, так называемые тупые концы 
ДНК в  месте разрыва, а  Cpf1  от Acidaminococcus 
sp. и  Lachnospiraceae sp.  — 5’-выступающие кон-
цы [34], «липкие». Согласно последним исследо-
ваниям, комплекс крРНК*тракрРНК*Cas9  после 
расщепления мишени способен реактивировать-
ся и продолжить сканирование новых подходя-
щих PAM [35].

Благодаря исследованиям микробиологиче-
ских сообществ было идентифицировано 6  ти-
пов и  более 30  подтипов различных систем 
CRISPR/Cas  [36]. Их классификация базируется 
на особенностях захвата протоспейсера, про-
цессинга пре-крРНК, количестве участников 
в  эффекторном комплексе, целевой молекулы 
нуклеиновой кислоты, характеристиках PAM 
и типе расщепления протоспейсера в паразити-
ческом элементе. Неожиданной находкой ока-
залось обнаружение систем CRISPR/Cas одного 
и того же типа в эволюционно далеких микроор-
ганизмах и наличие нескольких систем разного 
типа в  одной клетке. Все это свидетельствует 
об активном горизонтальном переносе генети-
ческой информации в микромире [37].

Применение системы CRISPR/Cas9 
для редактирования генома в биомедицине
На основании данных о  прецизионной нукле-
азной активности системы CRISPR/Cas в  ходе 
CRISPR-интерференции было предложено за-
действовать ее для внесения прецизионных 

разрывов в  геномную ДНК эукариотических 
организмов, в т.ч. и человека [20, 38, 39]. Однако 
это потребовало ряда ее оптимизаций, посколь-
ку исходно система бактериального иммуните-
та CRISPR/Cas была оптимизирована миллиона-
ми лет эволюции для работы в  бактериальных 
клетках в условиях небольшого генома и пред-
назначалась лишь для деградации целевой ну-
клеиновой кислоты (ДНК или РНК).

Для адаптации молекулы нуклеазы к  работе 
в эукариотической клетке к ней был прикреплен 
сигнал ядерной локализации, чтобы доставить 
ее к месту основного хранения наследственной 
информации (в ядро). Использование генети-
ческих конструкций, кодирующих редакторы 
генома, потребовало оптимизации кодонного 
состава их генов — с целью увеличения эффек-
тивности трансляции белков генетических ре-
дакторов в эволюционно далеких гетерологич-
ных системах (клетки млекопитающих и других 
эукариот по отношению к клеткам бактерий).

Также в целях удобства для одной из самых по-
пулярных и  первых предложенных CRISPR/Cas 
систем  — Cas9  от Streptococcus pyogenes (или 
SpCas9) было произведено объединение мо-
лекул крРНК*тракрРНК в  единую синтети-
ческую молекулу РНК (гидовая/направляю-
щая РНК, гРНК или guide RNA, gRNA), которая, 
как было показано, служит практически рав-
ноценной заменой комплекса крРНК*тракрРНК  
[40]. Такая оптимизированная система 
CRISPR/Cas может быть использована для ре-
дактирования генома эукариотических клеток 
(рис. 3). Следует также отметить, что природная 

Рис. 3. Принципиальная схема функционирования системы РГ CRISPR/Cas в эукариотической клетке
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способность нуклеазы распознавать определен-
ную PAM-последовательность может быть изме-
нена посредством генетической модификации 
PAM-распознающего домена, что увеличива-
ет гибкость системы CRISPR/Cas и  расширяет 
спектр возможных областей для наведения  [41]. 
Возможны и дополнительные модификации ну-
клеаз с  выключением одного или всех нуклеаз-
ных доменов, в результате чего получают ника-
зу (фермент, расщепляющий одну из цепей ДНК 
и генерирующий так называемый ник — одноце-
почечный разрыв)  [42] или каталитически неак-
тивную молекулу нуклеазы, которая, впрочем, 
по-прежнему сохраняет способность специфич-
но связываться с заданными протоспейсерами.

Одной из основных задач для системы 
CRISPR/Cas в эукариотических клетках являет-
ся внесение прицельного (направленного) раз-
рыва в интересующий локус ДНК. Дальнейший 
исход такого разрыва определяется работой 
систем репарации геномной ДНК, причем было 
установлено, что в зависимости от типа разрыва 
могут задействоваться различные системы ре-
парации. Наиболее оперативно активируемой 
и  наименее требовательной является система 
негомологического соединения концов NHEJ 
(Non-Homologous End Joining), которая в течение 
1–5 часов (по разным данным) с точностью 95% 
восстанавливает исходную последовательность 
ДНК конец-в-конец [43]. Именно ее высокая ак-
тивность и  точность защищают стабильность 
генетического материала и  делают сложную 
многоклеточную жизнь возможной.

Согласно некоторым исследованиям единомо-
ментно в  каждой из клеток высших эукариот 
присутствует до 40  двуцепочечных разрывов 
ДНК, которые образуются в  результате репли-
кации, транскрипции, повреждения ионизиру-
ющим излучением или химическими агентами, 
в том числе активными формами кислорода [44]. 
И все эти разрывы должны быть точно и опера-
тивно репарированы для предотвращения му-
таций и утраты частей генома, что и выполняет 
NHEJ. Впрочем, ~ в 5% случаев возможна утрата 
или встраивание небольшого количества нук-
леотидов, что при разрыве в кодирующей обла-
сти генома с большой долей вероятности может 
привести к сдвигу рамки считывания и выклю-
чению синтеза целевого белка. Именно на эту 
небольшую вероятность ошибки и  нацелена 
данная разновидность системы CRISPR/Cas: ну-
клеаза распознает и разрезает ДНК в этом локусе 

снова и  снова, пока не произойдет накопление 
ошибки, а сайт расщепления станет нераспозна-
ваемым. Это может быть использовано как в ис-
следовательских целях (выключение белков 
с целью изучения их функции — см. далее), так 
и  для коррекции ряда наследственных заболе-
ваний, для которых характерна продукция му-
тантной токсической формы природного бел-
ка (к примеру, транстиретиновый амилоидоз, 
амавроз Лебера и др.) [45, 46].

Одним из ярких примеров клинического при-
менения CRISPR/Cas с доказанной эффективно-
стью является редактирование гена CCR5 в ау-
тологичных гематопоэтических стволовых 
клетках (ГСК) ВИЧ-инфицированных пациен-
тов. Данный подход является одним из спосо-
бов выработки резистентности к  ВИЧ в  ауто-
логичных ГСК и их производных. В его основе 
лежит искусственное получение описанной ра-
нее мутации delta32 гена CCR5 (делеция 32 нук-
леотидов), которая приводит к утрате N-конца 
CCR5 (служит ко-рецептором для инвазии 
ВИЧ-1) и  при гомозиготном состоянии ассо-
циирована с  резистентностью к  инфицирова-
нию ВИЧ-1 [47]. Ранее трансплантация костно-
го мозга от совместимых доноров с  мутацией 
CCR5  delta32  ВИЧ-инфицированным была 
предложена Gero Hütter и с успехом проведена 
ВИЧ-инфицированному Timothy Brown. В этом 
случае результат превзошел все ожидания, 
и  проведенная терапия позволяет пациенту 
жить полноценной жизнью даже в  отсутствие 
антиретровирусной терапии с 2007 года [48, 49]. 
Несмотря на успех, этот подход удалось реали-
зовать всего несколько раз — и в большинстве 
случаев трансплантация такого костного моз-
га заканчивалась отторжением трансплантата 
или развитием реакции «трансплантат против 
хозяина». Ввиду этого концепция претерпела 
изменения, и в качестве более предпочтитель-
ного стал рассматриваться подход, предпола-
гающий редактирование аутологичных ГСК, 
для чего с  успехом применяются различные 
системы РГ, в том числе CRISPR/Cas [50].

Системы РГ потенциально могут решить и  ос-
новные проблемы трансплантологии: доступ-
ности и  совместимости донорского материала, 
а также ряд этических и правовых проблем, свя-
занных с  трансплантологией. Так, в  2017  году 
George Church совместно с Quihan Biotech (https://
www.qihanbio.com/) заявил о  создании породы 
свиней  — универсальных доноров, в  которых 
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были выключены эндогенные ретровирусы 
свиней (>60), а  также ряд генов, ответственных 
за распознавание донорских тканей системой 
комплемента реципиента  [51]. Сердца от таких 
геномодифицированных свиней были успеш-
но трансплантированы приматам, с  которыми 
они прожили от полугода до 2  лет  [52]. В  2021–
2022  годах было произведено две транспланта-
ции органов (почка и  сердце) от таких свиней 
человеку: женщине в  состоянии клинической 
смерти и мужчине (David Bennett) с неоперабель-
ной кардиомиопатией. После трансплантации 
с сердцем свиньи David Bennett прожил 2 месяца, 
и данное исследование показало, что сердце сви-
ньи способно успешно функционировать в  ор-
ганизме человека, однако одним из основных 
механизмов дисфункции ксенотрансплантиро-
ванного сердца по-прежнему является иммуно-
логическое отторжение [53]. Полученные данные 
будут использованы для дальнейшей генетиче-
ской модификации и  оптимизации ранее полу-
ченной породы свиней-доноров.

Благодаря своей способности вносить преци-
зионный двуцепочечный разрыв в  ДНК и  ин-
дуцировать сдвиг рамки считывания система 
CRISPR/Cas удобна в  проведении фундамен-
тальных исследований. Одним из вариантов 
ее применения является CRISPR-скрининг, ко-
торый позволяет одновременно осуществлять 
редактирование в широком спектре генов с це-
лью установления их функции в том или ином 
изучаемом процессе. Для этого используют 
не одну направляющую РНК, а  целую их би-
блиотеку, каждая из которых нацелена на кон-
кретную мишень (ген белка или микроРНК) [54, 
55]. Существует большое разнообразие таких 
библиотек гРНК, направленных как на все по-
тенциальные белок-кодирующие гены, так и на 
некую совокупность генов, вовлеченных в реа-
лизацию конкретной биологической функции, 
например миграцию, пролиферацию или диф-
ференцировку клеток, активацию конкретно-
го сигнального каскада, репарацию ДНК и  т.п. 
Клетки, обработанные библиотекой векторов, 
несущих гРНК, клонируются (рассаживаются 
по одному), наращиваются, и затем оценивает-
ся сохранность или утрата в них интересующей 
функции (https://www.genscript.com/CRISPR-gR-
NA-library.html?src=pullmenu). Для ответивших 
клонов устанавливаются последовательности 
задействованных в  геномном редактировании 
гРНК, что позволяет сделать вывод об участии 
тех или иных генов в исследуемых процессах.

Одним из основных объектов исследования 
для CRISPR-скрининга являются опухоле-
вые клетки. Исследования на них позволили 
не только подтвердить существующие мишени 
для противоопухолевых препаратов, но и  от-
крыть новые белки-мишени, критически важ-
ные для выживания опухолевых клеток. К ярко-
му примеру успешного применения технологии 
CRISPR-скрининга можно отнести идентифи-
кацию мишени (белок MR1) для универсаль-
ного химерного антигенного рецептора (CAR, 
chimeric antigen receptor), опосредующего лизис 
широкого спектра опухолевых клеток и  пред-
полагаемого к  использованию в  составе CAR 
T-лимфоцитов для терапии широкого спектра 
онкологических заболеваний  [56]. Потенциал 
данной технологии ограничен использовани-
ем легко модифицируемых клеток, способных 
к росту в условиях клонирования.

Помимо этого, данная модификация систе-
мы CRISPR/Cas, встроенная в  геном мыши 
под контроль индуцируемого промотора, мо-
жет быть использована для изучения судьбы 
клеток в процессах эмбриогенеза, регенерации 
и  обновления тканей. Суть технологии, кото-
рая получила наименование CARLIN (CRIS-
PR array repair lineage tracing), заключается 
в  пульс-индукции экспрессии геномного ре-
дактора и  модификации ряда локусов геном-
ной ДНК с получением специфичного паттерна 
(картины) редактирования для каждой из кле-
ток  [57]. Уникальность паттернов редакти-
рования для каждой из отредактированных 
клеток обусловлена работой систем репара-
ции, возможностью их ошибки и  случайной 
интеграцией/делецией нуклеотидов в ряде ал-
лелей. Все это дает возможность отслеживать 
судьбу потомков отредактированной клетки 
in vivo в ходе процессов дифференцировки, де-
дифференцировки и  трансдифференцировки, 
что дает мощный инструмент для изучения 
клеточных механизмов эмбриогенеза, регене-
рации и обновления тканей.

Для вырезания регуляторных и некодирующих 
областей генома, а также генов некодирующих 
РНК, для которых вставка, делеция или замена 
нескольких нуклеотидов не является критич-
ной, может быть применено единомоментное 
использование двух рибонуклеопротеиновых 
комплексов, нацеленных на два различных про-
тоспейсера, фланкирующих (прилежащих сна-
ружи) фрагмент ДНК (до 1  млн нуклеотидов), 
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подлежащий удалению. Важным условием 
применения данной модификации CRISPR/Cas 
является создание высоких пиковых концен-
траций генетического редактора  — в  против-
ном случае расщепление ДНК по целевым про-
тоспейсерам будет происходить независимо, 
в различные моменты времени, и делеции иско-
мого фрагмента не произойдет. Другим возмож-
ным исходом такого редактирования является 
инверсия вырезаемого фрагмента.

Технологию CRISPR/Cas можно использовать 
не только для внесения мутаций, сдвига рам-
ки считывания и  вырезания фрагментов ДНК. 
Она может быть задействована для встраива-
ния последовательностей ДНК в целевой локус. 
Для этого помимо самих комплексов Cas9*гРНК 
требуется внесение в  клетку (ядро клетки) 
ДНК-матрицы. Что касается систем репарации, 
то для интеграции ДНК-матрицы в геном могут 
быть задействованы как NHEJ, так и  HDR (Ho-
mology-Directed Repair, гомологически направ-
ленной репарации). NHEJ способен встроить 
любую внесенную ДНК-матрицу прямо в  об-
ласть разрыва (без учета какой-либо гомологии); 
для этого матрица должна быть двуцепочечной 
и  не очень длинной, чтобы была возможность 
создать ее достаточно высокую концентрацию 
в  ядре и  в области повреждения, однако ис-
пользование NHEJ может привести к  встраи-
ванию ДНК-фрагмента в  обратной ориентации 
или к  единомоментному встраиванию сразу 
нескольких копий ДНК-фрагмента. Модифи-
кацией данного подхода является технология 
HITI (homology-independent target integration). 
Подробнее с принципом ее функционирования, 
возможностями и ограничениями можно озна-
комиться в работе [58].

Система репарации HDR работает по другому 
принципу: она задействует гомологию меж-
ду ДНК-последовательностями. В  этом случае 
одна из цепей поврежденной ДНК устанавли-
вает комплементарные взаимодействия с ДНК-
матрицей, и  в случае высокой гомологии этих 
последовательностей ДНК-матрица выполняет 
роль основы (а поврежденная цепь ДНК высту-
пает в роли ДНК-затравки/праймера) для копи-
рования и последующего встраивания в область 
разрыва  [59]. Как понятно из описания, ключе-
выми для такого типа репарации являются осо-
бым образом спроектированные ДНК-матрицы, 
в которых область для копирования расположе-
на в центре и с двух сторон окружена последо-

вательностями, идентичными или в  высокой 
степени гомологичными целевой области ре-
дактирования.

При таком типе репарации в качестве ДНК-ма-
трицы могут быть задействованы кольцевые 
и  линейные молекулы ДНК (плазмидная ДНК, 
ПЦР-ампликон, одноцепочечная ДНК (ssODN, 
single-stranded oligodeoxynucleotides)), в том чи-
сле гомологичная хромосома. Данный тип ре-
парации позволяет исправлять практически 
любые мутации и вставлять ДНК в любой локус 
генома по желанию, что может быть использо-
вано как в исследовательских целях, так и с це-
лью коррекции наследственных патологий.

Впрочем, этот подход характеризуется целым 
рядом недостатков, ограничивающих его широ-
кое распространение. Среди них необходимость 
в  ДНК-матрице, активность в  строго опреде-
ленные фазы клеточного цикла (S-, G2-фазы) 
и меньшая оперативность по сравнению с NHEJ, 
в результате чего в большинстве исследований 
эффективность HDR не превышала 1–7%. Для 
преодоления этих ограничений и  увеличения 
активности HDR был предложен ряд экспери-
ментальных подходов: ингибирование актив-
ности компонентов NHEJ, синхронизация до-
ставки геномного редактора и  ДНК-матрицы 
в  область редактирования, а  также синхрони-
зация клеточного цикла в  клетках (с останов-
кой в G2-фазе клеточного цикла) — в результате 
эффективность HDR удалось поднять до 12–
18% [60, 61].

Гомологически направленная репарация, ин-
дуцированная системами РГ, может быть ис-
пользована как один из способов создания эк-
спериментальных моделей, а также как подход 
к  терапии ряда заболеваний. Одним из при-
меров, где CRISPR/Cas-индуцированный HDR 
уже доказал свою эффективность как перспек-
тивный терапевтический подход, является со-
здание Т-лимфоцитов, несущих химерный ан-
тигенный рецептор (chimeric antigen receptor, 
CAR) к  клеткам опухолей. Полученные таким 
образом CAR Т-лимфоциты по своим свойствам 
значительно превосходят таковые, получен-
ные посредством трансдукции ретровирусным 
или лентивирусным вектором. HDR позволя-
ет прицельно интегрировать ген CAR в  локус 
Т-клеточного рецептора (T-cell receptor, TCR), 
под контроль промотора гена TRAC, что обес-
печивает физиологический уровень экспрессии 
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антиген-распознающего рецептора  [62]. Все 
это снижает гиперактивацию Т-лимфоцитов 
и обеспечивает их более продолжительную вы-
живаемость и  функционирование, в  противо-
положность тому, что наблюдается при случай-
ной интеграции (по количеству копий и области 
встраивания) ретровирусного и  лентивиру-
сного генома в  геном Т-лимфоцитов, когда ген 
CAR гиперэкспрессирован и  коэкспрессирован 
с  TCR, что приводит к  гиперактивации Т-лим-
фоцитов, цитокиновому шторму, функциональ-
ному истощению и  быстрой гибели таких CAR 
Т-лимфоцитов. Наиболее оправданным подхо-
дом для генетической модификации клеток па-
циента является модификация ex vivo с последу-
ющей ретрансплантацией полученных клеток 
ввиду сложности доставки ДНК-матрицы и  от-
носительно низкой эффективности самого HDR.

Для редакторов, осуществляющих двуцепочеч-
ный разрыв ДНК, характерен ряд существен-
ных недостатков, таких как умеренная актив-
ность и возможность утраты или инверсии части 
хромосомы, а  также индукция хромосомных 
транс локаций  [63, 64]. Невысокая редактирую-
щая активность таких нуклеаз на самом деле 
обусловлена высокой эффективностью систем 
репарации ДНК, в частности NHEJ. Что касается 
индукции хромосомных мутаций, предполага-
ют, что это может быть обусловлено временной 
и  пространственной солокализацией спонтан-
но возникающих разрывов с разрывами, вноси-
мыми самими нуклеазами. Также было показа-
но, что изредка одноцепочечный разрыв (ник) 
ДНК может конвертироваться в двуцепочечный, 
а  следовательно, применение никаз также со-
пряжено с  риском хромосомных мутаций, хотя 
и в меньшей степени. Справедливости ради, сле-
дует отметить, что такие же недостатки харак-
терны для ZFNs и  TALENs, поскольку обуслов-
лены не свойствами нуклеаз, а  особенностями 
организации и функционирования генома.

Параллельно с  поиском вариантов примене-
ния природной нуклеазной активности геном-
ных редакторов развивалось и понимание того, 
что они могут быть не только эффекторами, 
разрезающими ДНК, но и платформой (посред-
никами) для прицельной доставки в  нужную 
область генома других эффекторных молекул, 
и  выбор таких молекул может быть ограничен 
только фантазией разработчика. Здесь мы рас-
смотрим наиболее интересные и  перспектив-
ные из них.

В 2017 году впервые было предложено модифи-
цировать последовательность ДНК без внесения 
в нее разрывов: David Liu предложил присоеди-
нить к молекуле Cas9 молекулы цитозин- и аде-
ниндезаминаз  — ферментов, катализирующих 
гидролиз 4-аминогруппы цитозина и  6-ами-
ногруппы аденина соответственно  [65]. Такая 
разновидность модификаций CRISPR/Cas полу-
чила название редакторов азотистых основа-
ний (Base Editors, BE). Для лучшего понимания 
принципов их функционирования необходимо 
обратиться к  рассмотрению структуры геном-
ной ДНК*гРНК*Cas9. гРНК распознает прото-
спейсер и  по принципу комплементарности 
связывает одну из цепей ДНК, формируя ду-
плекс РНК*ДНК.

Вторая цепь ДНК в то же время локально пред-
ставляет собой одноцепочечную ДНК, которая 
и  может быть атакована дезаминазами. Дез- 
аминазы вызывают конверсию аденина в  ино-
зин (в ходе репликации и транскрипции интер-
претируется как гуанин), а цитозина — в дезок-
сиурацил (интерпретируется как тимин). Таким 
образом, редакторы оснований позволяют осу-
ществлять замены A->G и С->T , что может быть 
использовано для моделирования или исправ-
ления ряда точечных мутаций или выключения 
целевого гена. Для реализации последней зада-
чи необходимо наличие в протоспейсере целево-
го гена кодонов CAA, CAG, CGA или TGG, причем 
они должны располагаться в диапазоне 3–7 нук-
леотидов протоспейсера (для SpCas9-BE), а сам 
протоспейсер должен быть уникален. В  этом 
случае происходит конверсия кодонов, коди-
рующих аминокислоты, в стоп-кодоны: CAA -> 
TAA, CAG -> TAG, CGA -> TGA, TGG -> TAA/TAG/
TGA, что приводит к преждевременной терми-
нации трансляции и нокауту целевого гена. На-
правленность действия дезаминаз (активность 
в определенном окне редактирования) опреде-
ляется длиной полипептидного линкера, свя-
зывающего нуклеазу и  дезаминазу. В  области 
деаминирования возникает локальная неком-
плементарность нуклеотидов, которая детекти-
руется системами репарации ДНК (в основном, 
Nucleotide Excision Repair, NER или Base Exci-
sion Repair, BER) и  в 50% случаев репарируется 
с  образованием исходной последовательности. 
Для смещения равновесия в сторону репарации 
немодифицированной цепи и  сохранности мо-
дифицированного основания в немодифициро-
ванную цепь дополнительно вносят одноцепо-
чечный разрыв (с помощью нуклеазы-никазы), 
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что интерпретируется системами репарации 
как сигнал к ее исправлению.

Преимуществом редакторов оснований является 
их высокая эффективность (по нашим данным 
вероятность модификации составляет более 
60%), а  также отсутствие необходимости внесе-
ния двуцепочечного разрыва, что снижает веро-
ятность нежелательных последствий геномного 
редактирования (хромосомные делеции и транс-
локации). Ввиду этого редакторы оснований 
нашли широкое применение в  проведении ис-
следований и считаются одним из наиболее пер-
спективных и безопасных инструментов для кор-
рекции моногенных наследственных патологий.

У редакторов оснований есть и  недостатки: 
используемые дезаминазы являются консти-
тутивно активными и  не требуют связывания 
с  протоспейсером  — в  результате они способ-
ны вызывать неспецифическое деаминирова-
ние одноцепочечных ДНК и РНК  [66]. Впрочем, 
с помощью методов генной инженерии удалось 
значительно снизить активность редакторов 
оснований в  отношении одноцепочечной РНК 
при сохранении их активности в  отношении 
ДНК  [67]. Другим недостатком BE является не-
способность дифференцировать целевое азоти-
стое основание в «окне редактирования»: если 
встречаются несколько поддающихся деамини-
рованию оснований, то с высокой долей вероят-
ности все они будут деаминированы (отредак-
тированы). Этот недостаток BE пока преодолеть 
не удалось, но его можно обойти использовани-
ем альтернативных систем редактирования, на-
пример PrimeEditing (PE).

Метод редактирования PE был представлен 
в  2019  году David Liu  [68]. В  его основе лежит 
использование гибридной молекулы нуклеа-
зы (SpCas9) и  обратной транскриптазы вируса 
лейкемии мышей MMLV (Moloney Murine Leuke-
mia Virus). Комбинированный фермент SpCas9-
MMLV за счет никазной активности надрезает 
вытесненную цепь ДНК, а затем за счет активно-
сти MMLV достраивает ее с внесением или деле-
цией заданных нуклеотидов, при этом 3’-конец 
вытесненной цепи ДНК выполняет роль затрав-
ки (праймера), а  роль РНК-матрицы выполня-
ет 3’-фрагмент гРНК. Технология PE позволяет 
осуществлять вставки в  область разрезания 
до 40  нуклеотидов и  делеции до 80  нуклеоти-
дов. Согласно сообщениям разработчиков ис-
ходная версия PE обладала активностью <5%, 

однако после ряда модификаций его эффек-
тивность была увеличена до 20–30%. Побочным 
эффектом PE являются инсерции и делеции не-
скольких нуклеотидов в  области редактирова-
ния — таких аллелей <10% [69].

Помимо непосредственного изменения нуклео-
тидной последовательности системы CRISPR/Cas 
позволяют прицельно управлять активностью 
отдельных генов, как напрямую  — через при-
влечение или блокирование связывания тран-
скрипционного комплекса, так и  опосредо-
ванно  — через эпигенетические модификации 
ДНК и гистонов. Для этих задач был разработан 
широкий спектр инструментов, построенных 
по одному и  тому же принципу: каталитически 
неактивная нуклеаза выполняет навигационную 
функцию и доставляет эффекторные субъедини-
цы (активатор/ингибитор сборки транскрипци-
онного комплекса, метилазы, деметилазы, аце-
тилазы и деацетилазы) в интересующую область 
генома (чаще всего в промоторную область гена). 
Ввиду того что область связывания транскрипци-
онных факторов и  эпигенетических модифика-
ций не является строго локализованной, эффек-
тивное применение данного класса инструментов 
требует их наведения на несколько разных про-
тоспейсеров в  интересующей области  [70, 71]. 
Аналогичным образом осуществляют мечение 
интересующих ДНК-локусов с целью трехмерно-
го картирования генома — для этого используют 
гибридные молекулы каталитически неактивной 
нуклеазы и флуоресцентных меток (флуоресцен-
тные белки или Q-dots) [72].

Существует еще ряд CRISPR/Cas-опосредованных 
методов, которые могут быть использованы в на-
учных исследованиях (индукция хромосомных 
транслокаций  [73], XiST-опосредованная инак-
тивация отдельных хромосом [74], детекция спе-
цифических нуклеотидных последовательностей 
(SHERLOCK) [75] и т.п.).

Несколько особняком от описанных вариантов 
использования технологий РГ стоит технология 
CARPID (CRISPR-Assisted RNA-Protein Interaction 
Detection), поскольку она осуществляет моди-
фикацию не нуклеиновых кислот, а  связанных 
с  ними белков  [76]. В  основе данного инстру-
мента лежит гибридная молекула каталитиче-
ски неактивной РНК-специфичной нуклеазы 
RfxCas13d и  биотин-лигазы BASU. RfxCas13d 
посредством крРНК направляется в  интересу-
ющую область РНК, а  BASU лигирует биотин 
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к  аминокислотным остаткам РНК-связываю-
щих белков в  этой области. Такие биотинили-
рованные белки могут быть экстрагированы 
для последующей идентификации и изучения.

Из приведенного выше описания возможных 
областей применения CRISPR/Cas становится 
понятен потенциал данной технологии РГ и то, 
что ряд ее прорывных модификаций (к при-
меру, использование никаз, CRISPR-скрининг 
и PE) было бы невозможно реализовать на базе 
ZFNs и TALENs.

Технические, этические и правовые ограничения 
применения технологий редактирования генома 
в биомедицине
Общим недостатком для всех описанных мо-
дификаций технологии CRISPR/Cas является 
возможность распознавания нецелевых прото-
спейсеров — так называемых off-targets, причем 
структура молекулы SpCas9, согласно опублико-
ванным данным, допускает активацию нукле-
азных доменов даже в случае некомплементар-
ности между гРНК и  целевым протоспейсером 
от 2 до 10 нуклеотидов, а также 1- или 2-нуклео-
тидного выпячивания ДНК или РНК. Для боль-
шинства случаев считается, что несовпадение 
2–3 нуклеотидов, в особенности расположенных 
близко к PAM, радикально снижает или препят-
ствует активации нуклеазных доменов SpCas9. 
Склонность к связыванию с выраженно неком-
плементарными мишенями во многом опре-
деляется нуклеотидной последовательностью 
самого протоспейсера, однако четких законо-
мерностей установлено не было, что не позволя-
ет in silico идентифицировать и  отбраковывать 
такие гРНК [77].

Был разработан ряд биоинформатических ин-
струментов, позволяющих предсказывать спе-
цифичность выбранных протоспейсеров гРНК, 
однако их мощность ограничена идентифика-
цией потенциальных сайтов связывания гРНК, 
отличающихся несовпадением от исходного 
протоспейсера до 3 нуклеотидов и 1- или 2-нук-
леотидным выпячиванием ДНК или РНК в  ду-
плексе ДНК*РНК  [78]. Такая некомплементар-
ность между гРНК и  протоспейсером вносит 
наиболее значимый вклад в нецелевое редакти-
рование с  использованием нуклеаз, расщепля-
ющих 2  цепи ДНК, поскольку двуцепочечный 
разрыв (даже в  нецелевой области) запускает 
механизм репарации NHEJ, что может приве-
сти к  вставке/делеции нуклеотидов и  сдви-

гу рамки считывания в  кодирующей области 
гена. На точность систем парных никаз, BE, PE 
и  CRISPR/Cas-опосредованной регуляции ак-
тивности генов такие off-target, в большинстве, 
не оказывают влияния, поскольку реализация 
их активности требует выполнения строгих до-
полнительных условий: парное расположение 
никаз на противоположных цепях на дистан-
ции 40–80  нуклеотидов (система парных ни-
каз), наличие подходящих нуклеотидов в  окне 
редактирования и  в кодирующей области гена 
(для BE), комплементарность 3’-концов ДНК 
и  РНК (для PE), со-локализация сразу несколь-
ких протоспейсеров в одном локусе (для систем 
CRISPR/Cas-опосредованной регуляции актив-
ности генов).

Поскольку предсказать все потенциальные 
сайты связывания гРНК не представляется 
возможным, то применяют альтернативные 
подходы. Так, для коррекции наследственных 
патологий рекомендуется осуществлять ре-
дактирование аутологичных клеток (гемато-
поэтических стволовых клеток, фибробластов 
кожи, кератиноцитов) ex vivo с  последующим 
полногеномным секвенированием (с целью де-
текции возможного нецелевого редактирова-
ния) и ретрансплантацией полученных клеток. 
Использование технологий редактирования 
генома in situ (в организме человека) оправда-
но лишь при жизнеугрожающих состояниях, 
что обусловлено описанными выше недостат-
ками технологий РГ. В этом случае по возмож-
ности рекомендуется использовать редакторы, 
не вносящие двуцепочечных разрывов ДНК: 
никазы, BE, PE, редакторы эпигенома.

Для уменьшения вклада неспецифического 
редактирования генома в  результаты фун-
даментальных исследований рекомендует-
ся параллельное использование двух и  более 
гРНК для выключения целевого гена. Резуль-
таты исследований, полученные для каждой 
из таких отредактированных клеточных ли-
ний, сопоставляются и совпадающие эффекты 
считаются специфическим результатом редак-
тирования, а расходящиеся обычно интерпре-
тируются как возможные исходы побочного 
нецелевого редактирования [79]. Такая логика 
обусловлена тем, что даже если у  используе-
мых гРНК есть альтернативные сайты распоз-
навания в геноме, то вероятность их пересече-
ния в одном и том же локусе (кроме целевого) 
равна нулю.
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Полногеномное исследование отредактиро-
ванных клеточных линий также является воз-
можным способом контроля специфичности 
геномного редактирования в  эксперименте, 
однако используется крайне редко ввиду своей 
высокой стоимости. Согласно данным литера-
туры, вероятность нецелевого редактирования 
также можно снизить, ограничив время работы 
систем редактирования, в  связи с  чем разра-
батывают системы индуцируемой экспрессии 
редакторов и  временного контроля их сущест-
вования [80–82]. В ряде исследований было по-
казано, что долговременная активность систем 
РГ CRISPR/Cas9 в клетке (более 2 недель) может 
приводить к накоплению сайтов нецелевого ре-
дактирования [82, 83].

Что касается вариантов доставки систем РГ 
в  целевые клетки, то редакторы генома могут 
быть доставлены в  виде готовых рибонуклео-
тидных комплексов или в виде кодирующих их 
ДНК или РНК. Каждый из этих вариантов име-
ет свои особенности: рибонуклеотидные ком-
плексы и  РНК менее стабильны, чем ДНК, од-
нако они являются единственным возможным 
вариантом для редактирования генома зигот 
с  целью получения генетически модифициро-
ванных линий экспериментальных животных, 
поскольку транскрипция в зиготе и первых до-
черних бластомерах подавлена. Для доставки 
систем РГ и  их компонентов в  целевые клетки 
применяют практически все известные спосо-
бы генетической модификации: липофекция, 
электропорация, оптопорация, механическая 
трансфекция (трансфекция кристаллами фос-
фата кальция, золотыми наночастицами и т.п.), 
вирусная трансдукция, трансфекция рибонук-
леопротеиновыми комплексами, конъюгиро-
ванными с мембрана-пенетрирующими пепти-
дами, и прямая инъекция компонентов систем 
РГ в клетку или ее ядро [79, 84].

Подтверждать редактирование генома необ-
ходимо с помощью минимум двух различных 
подходов: секвенирование ДНК в  области ре-
дактирования и анализ уровня и/или качества 
отредактированного белка (или некодирую-
щей РНК, если производилось редактирование 
гена некодирующей РНК)  [79]. Следует отме-
тить, что контроль уровня соответствующей 
мРНК после редактирования (нокаутирова-
ния) белкового гена не является значимым 
показателем успешности редактирования, 
потому что возможны различные варианты ее 

изменения (зависит от конкретного гена, типа 
клеток и  характера редактирования): отсут-
ствие изменений (при этом трансляция белка 
нарушена за счет сдвига рамки считывания 
или введения стоп-кодона), снижение ее ко-
личества за счет активации механизма Non-
sense-mediated mRNA decay или увеличение ее 
экспрессии в  случае активации механизмов 
отрицательной обратной связи (попытка клет-
ки компенсировать недостаток отредактиро-
ванного белка) [85].

Следует помнить, что системы редактирования 
генома, несмотря на свой высокий потенциал, 
не являются панацеей (как для клинического 
применения, так и при проведении фундамен-
тальных исследований) и в ряде случаев могут 
быть с  успехом заменены методами класси-
ческой генной терапии (экспрессией трансге-
на), использованием некодирующих РНК (ми-
кроРНК (miRNA), малые интерферирующие РНК 
(siRNA), малые активирующие РНК (saRNA), ма-
лые ядерные РНК (snRNA), длинные некодирую-
щие РНК (lncRNA), и т.д.), селективными хими-
ческими ингибиторами и пр.

Из всего приведенного выше понятно, что си-
стемы РГ — мощный инструмент в фундамен-
тальных исследованиях, но одной из самых 
долгожданных областей их практического 
применения для человечества является те-
рапевтическая коррекция наследственных 
заболеваний и  создание лекарственных пре-
паратов для ряда других патологий (инфек-
ции, опухолевые заболевания). По описанным 
выше причинам (нецелевое редактирование, 
возможность хромосомных мутаций и  т.п.) 
большинство проводимых доклинических 
и  клинических исследований предполагает 
проведение редактирования генома аутоло-
гичных или аллогенных клеток ex vivo с  по-
следующей их ретрансплантацией после под-
тверждения соответствия всем протоколам 
фармакологической безопасности. По данной 
схеме проводятся исследования для геномной 
коррекции следующих типов клеток: гемато-
поэтические стволовые клетки (для лечения 
метахроматической лейкодистрофии, синдро-
ма Вискотта  — Олдрича, различных анемий, 
тяжелого X-сцепленного комбинированного 
иммунодефицита, а  также выработки рези-
стентности клеток крови к ВИЧ) [50, 86], фибро-
бласты и кератиноциты (буллезный эпидермо-
лиз) [87], альвеолоциты (муковисцидоз) [88].
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В ряде случаев, при прогрессирующих заболева-
ниях, сопряженных с высоким риском для жиз-
ни, или невозможности извлечения редактиру-
емого органа, возможно проведение РГ прямо 
в  организме пациента, при этом должны быть 
учтены и  сопоставлены все возможные преи-
мущества и  недостатки такого подхода. Такой 
подход к  генетической коррекции патологий 
планируется использовать для лечения забо-
леваний центральной нервной системы (хорея 
Гентингтона, моногенные нейродегенератив-
ные и  демиелинизирующие заболевания), па-
тологий сетчатки (амавроз Лебера, пигментный 
ретинит, возрастная макулярная дегенерация), 
заболеваний печени (транстиретиновый ами-
лоидоз, наследственная гиперхолистеринемия, 
гипераммониемия, гемофилии, инфекционные 
гепатиты), патологии мышечной ткани (миоди-
строфии) [45, 46, 89, 90].

По данным ресурса ClinicalTrials.gov, на момент 
написания данной статьи зарегистрировано 
60  клинических исследований на различных 
стадиях для лекарственных кандидатов на ос-
нове CRISPR/Cas9, 8 — для лекарственных кан-
дидатов на основе TALENs и 23 — на основе ZFNs. 
Абсолютное большинство таких лекарственных 
кандидатов предназначено для редактирова-
ния генома ex vivo, и лишь некоторые нацелены 
на редактирование генома in situ для коррекции 
транстиретинового амилоидоза (NCT04601051), 
гемофилии Б (NCT06379789), наследственного 
ангионевротического отека (NCT05120830), пиг-
ментного ретинита (NCT05805007) или амавро-
за Лебера (NCT03872479).

В конце 2023  года Управление по санитарно-
му надзору за качеством пищевых продуктов 
и  медикаментов США выдало регистрацион-
ное удостоверение для первого препарата Cas-
gevy (exagamglogene autotemcel), основанного 
на технологии CRISPR/Cas9, для ex vivo редакти-
рования гена BCL11A в аутологичных гематопо-
этических стволовых клетках при серповидно-
клеточной анемии и  бета-талассемии (https://
www.casgevy.com/).

С точки зрения законодательной регуляции 
применение технологий РГ в соматических тка-
нях in situ в РФ и множестве зарубежных стран 
приравнивается к  генной терапии / классиче-
ской фармакотерапии и является разрешенным 
подходом при условиях тщательной оценки эф-
фективности и безопасности таких лекарствен-

ных препаратов. При этом применение клеток 
с отредактированным геномом (в том числе ау-
тологичных), несмотря на их предположительно 
большую безопасность (при условиях времен-
ного контроля работы систем РГ, последующего 
полногеномного секвенирования отредактиро-
ванных клеток и  введения пациенту преддиф-
ференцированных или дифференцированных 
клеток) вызывает у  фармацевтических регуля-
торов больше опасений, чем in situ применение 
технологий РГ, и в ряде стран (в том числе в РФ) 
находится под достаточно жестким контролем. 
Подробнее с  основными законодательными 
нормами, регулирующими клиническое приме-
нение технологий РГ, можно ознакомиться в со-
ответствующих обзорных работах [91–93].

Говоря о вопросах этики и законодательной ре-
гуляции технологий редактирования генома, 
нельзя обойти вопрос внесения наследуемых 
изменений в геном человека. С одной стороны, 
внесение таких изменений позволяет осуществ-
лять профилактику генетических заболеваний 
и изучать ранние этапы эмбриогенеза человека. 
Но, с  другой стороны, сопряжено с  риском не-
целевого редактирования, мозаицизмом гене-
тического профиля и  снижения стабильности 
генома индивидуума, а  также чревато злоупо-
треблениями с  целью «улучшения/ухудшения 
породы» человека с  последующим усугублени-
ем социального неравенства и формированием 
кастового общества — эти вполне обоснованные 
опасения нашли отражения в  ряде художест-
венных произведений, таких как «Дивный но-
вый мир», «Гаттака» и др.

В 2017  году мир потрясло сообщение о  том, 
что в  Китае были рождены девочки-близнецы 
Лулу и Нана с отредактированным геном CCR5. 
Китайские исследователи (He Jiankui и коллеги), 
осуществившие такое редактирование, мотиви-
ровали это необходимостью создания у близне-
цов иммунитета к ВИЧ [94]. В 2019 году они были 
приговорены к тюремному заключению от 1,5 до 
3 лет и штрафу от 500 тыс. до 3 млн юаней с фор-
мулировкой «за осуществление медицинской 
деятельности без лицензии». Исследования по-
следствий такого редактирования, проведен-
ные в 2019 г., показали, что «ни у Лулу, ни у Наны 
не было желаемой делеции из 32 пар оснований 
в гене CCR5 и каждый эмбрион вместо этого эк-
спрессировал варианты различной длины. Ранее 
не было показано, что эти новые мутации предо-
твращают ВИЧ-инфекцию — наоборот, они могут 
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быть вредоносными. Некоторые данные He Ji-
ankui также предполагают наличие как отредак-
тированных, так и неотредактированных клеток 
(мозаицизм), а  также не исключают нецелевых 
эффектов редактирования, которые могут выз-
вать другие непредвиденные изменения в гено-
ме» [64, 95–98] или привести к отсроченным не-
желательным последствиям [99].

Таким образом, с  точки зрения большинства 
специалистов в области генетики и редактиро-
вания генома наследуемое редактирование ге-
нома в настоящий момент несет больше рисков 
для человечества, чем положительных момен-
тов. Возможные позитивные стороны наследуе-
мого редактирования генома уже сейчас могут 
быть с успехом заменены альтернативными тех-
нологиями: донорством гамет, технологиями 
экстракорпорального оплодотворения и  пред-
имплантационного скрининга или проведением 
работ на эмбрионах животных (в исследователь-
ских целях). По состоянию на 2020 год абсолют-
ное большинство стран запрещает генетиче-
скую модификацию эмбриональных стволовых 
клеток, гамет и  зигот человека с  целью репро-
дукции  [100]. Фундаментальные исследования, 
предполагающие генетическую модификацию 
эмбриональных стволовых клеток, индуциро-
ванных плюрипотентных стволовых клеток, га-
мет и зигот человека с последующим получени-
ем генетически модифицированного эмбриона, 
допустимы при условиях бесспорной аргумен-
тации в пользу их необходимости, соблюдения 
всех этических и  правовых норм и  культиви-
рования таких эмбрионов в  течение не более 
14 дней, после чего эти эмбрионы должны быть 
заморожены или уничтожены [92, 101].

Технологии редактирования генома активно 
развиваются и  используются в  Российской Фе-
дерации в основном для получения клеточных 
и животных моделей с целью изучения механиз-
мов развития заболеваний и поиска перспектив-
ных подходов к их терапии. Накопленный опыт 

отечественных исследователей изложен в  уни-
кальных специализированных сборниках «Ре-
дактирование генов и геномов» [102] и «Методы 
редактирования генов и геномов» [103], которые 
не только подробным образом освещают тео-
ретические вопросы геномного редактирова-
ния, но и содержат практические рекомендации 
по редактированию генома широкого спектра 
модельных объектов (от прокариот до млекопи-
тающих).

Заключение
Технологии редактирования генома представ-
ляют собой мощный многофункциональный 
инструмент, который потенциально может по-
мочь исследователям лучше понять принципы 
функционирования живых систем, установить 
причины и  механизмы развития заболеваний 
и, в перспективе, разработать подходы к тера-
пии ранее не излечимых заболеваний. Несмо-
тря на колоссальный потенциал, технологии 
РГ обладают рядом технических ограничений 
(ограниченная специфичность и  эффектив-
ность, возможность индукции хромосомных 
аберраций), а их применение сопряжено с рис-
ком внесения нецелевых модификаций ДНК, 
этическими и  правовыми рисками. Все это 
обуславливает необходимость дальнейшего 
совершенствования технологий РГ, разумно-
го и  ответственного их применения, а  также 
выработку протоколов общественного и  меж-
дународного контроля над использованием 
и  распространением таких технологий, в  осо-
бенности при работах по модификации гено-
мов патогенных вирусов и  микроорганизмов 
и  работах по наследуемому редактированию 
генома человека.
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