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РЕфЕРАт Детальное изучение геномов растений, животных и человека открывает широчайшие возможно-
сти применения полученных знаний в биотехнологии и медицине. Однако только данных о нуклеотидных 
последовательностях геномов недостаточно для понимания функциональных взаимосвязей отдельных эле-
ментов геномов и их роли в формировании фенотипических признаков и патогенезе отдельных заболева-
ний. В постгеномную эпоху активно развиваются методы, позволяющие манипулировать с ДНК в геномах, 
а также визуализировать и управлять экспрессией генов и работой регуляторных элементов. Тем не менее 
далеко не все методы отвечают высоким требованиям к их эффективности, безопасности и доступности 
для широкого круга исследователей. В последние несколько лет появились новейшие методы редактиро-
вания геномов – это системы TALEN (Transcription Activator-Like Effector Nucleases) и CRISPR (Clustered 
Regulatory Interspaced Short Palindromic Repeats)/Cas9. Эти появившиеся относительно недавно системы 
уже зарекомендовали себя как эффективные и надежные инструменты геномной инженерии. Данный обзор 
в основном посвящен применению указанных систем для редактирования геномов основных модельных 
объектов современной биологии, а также для функционального скрининга геномов, создания клеточных 
моделей наследственных заболеваний человека, изучения эпигеномов и визуализации клеточных про-
цессов. Кроме того, рассмотрены основные методы конструирования подобных систем, проанализировано 
их действие, обсуждаются некоторые проблемы, которые ожидают исследователей при применении этих 
инструментов редактирования геномов.
КЛючЕВыЕ СЛОВА TALEN, CRISPR/Cas9, редактирование генома.
СПИСОК СОКРАщЕНИй TALEN (Transcription Activator-Like Effector Nucleases); CRISPR (Clustered Regula-
tory Interspaced Short Palindromic Repeats)/Cas9; PAM – мотив, прилежащий к протоспейсеру (Рrotospacer 
Аdjacent Мotive); sgRNA (single guide RNA); crRNA (CRISPR RNA) – CRISPR РНК; tracrRNA – трансакти-
вирующая CRISPR РНК; SpCas9 – Cas9 Streptococcus pyogenes; pre-crRNA (poly-spacer precursor crRNA) – 
полиспейсерный предшественник CRISPR РНК. 

ВВЕДЕНИЕ
Генетическая инженерия возникла в 1972 году в ла-
боратории Пола Берга как технология рекомбинант-
ных ДНК, когда ученые объединили геном кишечной 
палочки с генами бактериофага и вируса SV40. С того 
времени эта наука достигла колоссальных успехов, 
были открыты и детально изучены молекулярно-
генетические механизмы и явления, которые теперь 
можно воспроизводить in vitro. Исследования в об-

ласти молекулярной генетики и биохимии бактерий 
и вирусов позволили разработать методы манипуля-
ции с ДНК, создать различные векторные системы 
и способы их доставки в клетку. Все это позволило 
получить не только трансгенные микроорганизмы, 
но и генетически модифицированные растения и жи-
вотные. Бурное развитие получила прикладная об-
ласть генной инженерии, дав толчок прогрессу 
в селекции и биотехнологии. Однако традиционная 
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стратегия генной инженерии имеет ряд недостатков 
и ограничений, одно из которых – сложность манипу-
ляции с большими геномами животных и человека. 

С 1990 по 2003 год в рамках Международного 
проекта «Геном человека» была определена после-
довательность нуклеотидов ядерной ДНК человека 
и идентифицировано около 20.5 тысяч генов. Ана-
логичные проекты осуществляются и в настоящее 
время, расшифрованы нуклеотидные последова-
тельности геномов всех основных модельных биоло-
гических объектов – кишечной палочки, нематоды, 
дрозофилы, мыши и др. Однако эти проекты позво-
ляют получить данные лишь о последовательности 
нуклеотидов в ДНК, но не дают какой-либо информа-
ции о том, как функционируют отдельные элементы 
генома, как они связаны между собой в целостную 
систему. Понимание функциональных взаимоотно-
шений в геноме человека позволит не только выявить 
причинно-следственные связи в патологии наслед-
ственных, а также многофакторных заболеваний, 
но и найти мишени для их терапии. 

В 2003 году Национальный исследовательский ин-
ститут генома человека организовал новый междуна-
родный проект encODe (encyclopedia Of DnA ele-
ments), целью которого стало объединение усилий 
ученых с целью получения полного списка функцио-
нальных элементов генома человека, включая эле-
менты, которые действуют на уровне белков и РНК, 
а также регуляторные элементы, контролирующие 
фундаментальные генетические процессы (транс-
крипцию, трансляцию и репликацию). Для установ-
ления подобных функциональных взаимоотношений 
используют две стратегии: выключение гена (нокаут 
или нокдаун) и усиление работы гена либо его эктопи-
ческую экспрессию. Традиционные методы – транс-
генез с использованием гомологичной рекомбинации 
у мышей [1], а также применение различных вирус-
ных, в том числе лентивирусных векторов, не только 
дороги и довольно трудоемки, они не позволяют вне-
сти точные изменения в строго определенный локус 
генома. 

В настоящий момент в распоряжении ученых поя-
вилось несколько инструментов, которые позволяют 
решать задачи высокоточного редактирования гено-
ма растений, животных и человека. 

Еще в 1996 году было впервые показано, что бел-
ковый домен типа «цинковые пальцы», соединен-
ный с FokI-эндонуклеазным доменом, действует 
как сайт-специфическая нуклеаза, разрезая ДНК in 
vitro в строго определенных участках [2]. Такой хи-
мерный белок имеет модульную структуру, посколь-
ку каждый домен «цинковые пальцы» узнает один 
триплет нуклеотидов (Zinc-finger nuclease, ZFn). 
Этот метод стал основой редактирования культиви-

руемых клеток, включая плюрипотентные стволовые 
клетки, и модельных животных и растений [3–8]. Од-
нако технология, основанная на ZFn, имеет ряд не-
достатков, включая сложность и высокую стоимость 
конструирования белковых доменов для каждого 
конкретного локуса генома, вероятность неточного 
разрезания ДНК-мишени по причине однонуклео-
тидных замен или неправильного взаимодействия 
между доменами. Поэтому продолжались активные 
поиски новых методов редактирования генома. В по-
следние годы эти поиски привели к созданию новых 
инструментов редактирования геномов – системы 
tALen (transcription Activator-Like effector nucle-
ases; эффекторные нуклеазы, подобные активаторам 
транскрипции) и crISPr/cas (clustered regulato-
ry Interspaced Short Palindromic repeats; короткие 
палиндромные повторы, расположенные группами, 
равномерно удаленными друг от друга). Эти системы 
отличаются относительной простотой конструиро-
вания и высокой эффективностью работы в клетках 
человека, животных и растений. Такие системы, ак-
тивно применяемые для различных манипуляций 
с геномами, позволяют решать сложные задачи, 
включая получение мутантных и трансгенных рас-
тений и животных, создание и исследование моде-
лей заболеваний на основе культивируемых плюри-
потентных клеток человека. Кроме того, химерные 
белки на основе ДНК-связывающих доменов tALe 
и инактивированной нуклеазы cas9 использовали 
в экспериментах по регуляции транскрипции генов, 
для изучения эпигеномов и поведения хромосомных 
локусов в клеточном цикле. 

В представленном обзоре подробно описаны воз-
можности конструирования, применения и анализа 
действия tALen и crISPr/cas9 на примере раз-
личных модельных систем, а также сложности и про-
блемы, связанные с использованием данных инстру-
ментов редактирования геномов. 

ЕСтЕСтВЕННыЕ БАКтЕРИАЛьНыЕ СИСтЕМы TALE 
И CRISPR/Cas КАК ОСНОВА ДЛя СОзДАНИя НОВыХ 
ИНСтРУМЕНтОВ РЕДАКтИРОВАНИя гЕНОМОВ 
ЭУКАРИОт

TALEN 
В 2011 году методы высокоточного редактирования 
геномов, среди которых была и система tALen, на-
званы журналом nature Мethods методом года [9]. 
История разработки этой системы связана с изу-
чением бактерий рода Xanthomonas. Эти бактерии 
являются патогенами таких культурных растений, 
как рис, перец, томат, они наносят экономически зна-
чимый вред сельскому хозяйству, что стало причи-
ной их тщательного изучения. Оказалось, что бакте-
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рии секретируют в цитоплазму растительных клеток 
эффекторные белки (transcription Activator-Like ef-
fectors, tALe), которые влияют на процессы в рас-
тительной клетке и увеличивают ее восприимчивость 
к патогену. При дальнейшем изучении механизмов 
действия эффекторных белков было обнаружено, 
что они способны связываться с ДНК и активировать 
экспрессию своих генов-мишеней, имитируя факто-
ры транскрипции эукариот.

Белки tALe состоят из центрального домена, 
ответственного за связывание ДНК, сигнала ядер-
ной локализации и домена, активирующего транс-
крипцию целевого гена [10]. Впервые способность 
этих белков связываться с ДНК была описана в 2007 
году [11], а всего через год двумя группами ученых 
был расшифрован код узнавания целевой последо-
вательности ДНК белками tALe [12, 13]. Показано, 
что ДНК-связывающий домен состоит из мономеров, 
каждый из которых связывается с одним нуклеоти-
дом в целевой нуклеотидной последовательности. 
Мономеры представляют собой тандемные повторы 
из 34 аминокислотных остатков, из которых два, рас-
положенные в позициях 12 и 13, высоко вариабель-
ные (repeat Variable Diresidue, rVD), и именно они 
отвечают за узнавание определенного нуклеотида. 
Этот код является вырожденным, некоторые rVD 
могут связываться с несколькими нуклеотидами 
с разной эффективностью. При этом перед 5'-концом 
последовательности, с которой связываются моно-
меры tALe, в целевой молекуле ДНК всегда нахо-
дится один и тот же нуклеотид – тимидин, влияющий 
на эффективность связывания [14]. Последний тан-
демный повтор, связывающий нуклеотид на 3'-кон-
це сайта узнавания, состоит из 20 аминокислотных 
остатков, поэтому он назван полуповтором.

После расшифровки кода узнавания ДНК белка-
ми tALe, который привлек внимание ученых всего 
мира благодаря своей простоте (один мономер – один 
нуклеотид), были проведены первые работы по соз-
данию химерных нуклеаз tALens. С этой целью по-
следовательность, кодирующая ДНК-связывающий 
домен tALe, встроили в плазмидный вектор, исполь-
зованный ранее при создании ZFn [15]. В результате 
были получены генетические конструкции, экспрес-
сирующие искусственные химерные нуклеазы, ко-
торые содержат ДНК-связывающий домен и ката-
литический домен эндонуклеазы рестрикции FokI. 
Данная система позволяет, комбинируя мономеры 
ДНК-связывающего домена с разными rVD, создать 
искусственные нуклеазы, мишенью которых будет 
любая нуклеотидная последовательность. В большин-
стве работ используют мономеры, содержащие rVD 
Asn и Ile (nI), Asn и Gly (nG), два Asn (nn), His и Asp 
(HD), для связывания нуклеотидов A, t, G, С соответ-

ственно. При этом rVD nn может связывать как G, 
так и A. В ряде работ показано, что использование 
мономеров nH или nK для более специфичного свя-
зывания гуанина снижает риск нецелевых эффектов 
[16, 17]. Показано, что первый аминокислотный оста-
ток в rVD (H или n) не участвует непосредственно 
в связывании нуклеотида, а отвечает за стабилиза-
цию пространственной конформации. Второй амино-
кислотный остаток взаимодействует с нуклеотидом, 
при этом природа этого взаимодействия различна: D 
и n образуют водородные связи c азотистыми осно-
ваниями, а I и G связываются с целевым нуклеотидом 
за счет сил Ван-дер-Ваальса [18].

Искусственный ДНК-связывающий домен встраи-
вают в генетическую конструкцию, содержащую сиг-
нал ядерной локализации, полуповтор, n-концевой 
домен и каталитический домен FokI. Целевые сай-
ты для искусственных нуклеаз выбирают таким 
образом, чтобы они находились на разных цепях 
ДНК и были разделены небольшим участком (12–25 
п.н.) – спейсерной последовательностью. При попа-
дании в ядро искусственные нуклеазы связываются 
с целевыми сайтами, в результате чего расположен-
ные на c-концах химерного белка домены FokI диме-
ризуются и вносят двухцепочечный разрыв в спей-
серную последовательность (рис. 1). 

Теоретически с помощью искусственных нуклеаз 
tALens двухцепочечный разрыв можно внести в лю-
бой участок генома, с известными сайтами узнавания 
ДНК-связывающих доменов. Единственное ограни-
чение по выбору сайтов нуклеаз tALen заключает-
ся в необходимости присутствия t перед 5'-концом 
целевой последовательности. Тем не менее, варьи-
руя длину спейсерной последовательности, в пода-
вляющем большинстве случаев можно осуществить 
выбор сайтов. Показано, что остаток W232 в соста-
ве n-концевой области ДНК-связывающего домена 
взаимодействует с 5'-t, влияя на эффективность 
связывания tALen c целевым сайтом [19]. Однако 
и это ограничение удается преодолеть в результате 
селекции мутантных вариантов n-концевого домена 
tALen, способных связываться с A, G или С [14].

CRISPR/Cas
Примерно через два года после открытия системы 
химерных белков tALen получила развитие и стала 
активно применяться другая система редактирова-
ния геномов – crISPr, элементами которой явля-
ются некодирующие РНК и белки cas (crISPr-as-
sociated). В отличие от химерных белков tALens, 
узнавание системой crISPr/cas осуществляется 
за счет комплементарного взаимодействия между 
некодирующей РНК и ДНК целевых сайтов. При этом 
образуется комплекс из некодирующих РНК и бел-
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ков Сas, которые обладают нуклеазной активностью. 
Еще в 1987 году в некоторых бактериальных генах 
были обнаружены таинственные повторы [20], функ-
ции которых в течение почти 20 лет оставались неиз-
вестными. Секвенирование бактериальных геномов 
позволило обнаружить в геноме многих микроорга-
низмов аналогичные нуклеотидные последователь-
ности, обладающие характерной структурой: корот-
кие участки уникальной ДНК – спейсеры – отделены 
друг от друга короткими палиндромными повторами 
(рис. 2). Благодаря этой особенности они и получили 
свое название – crISPr. Кроме того, такие crISPr-
кассеты находятся в непосредственной близости 
от сas-генов (crISPr-associated – ассоциированные 
с crISPr), белковые продукты которых обладают 
хеликазной и нуклеазной активностью [21]. В 2005 
году три независимые группы биоинформатиков 
сообщили о том, что спейсерная ДНК зачастую го-
мологична ДНК многих фагов и плазмид [22–24]. 
А в 2007 году было показано, что клетки Streptococcus 
thermophilus, несущие в локусе crISPr спейсер, 
комплементарный участку геномной ДНК бакте-
риофага, становятся устойчивыми к этому фагу [25]. 
Таким образом, стало очевидным, что crISPr/cas-
система – это уникальный механизм, обеспечиваю-
щий защиту микроорганизмов от проникновения чу-
жеродной ДНК и действующий, наряду с системой 
рестрикции-модификации, как ограничитель гори-
зонтального переноса генетической информации. 

crISPr-системы широко распространены среди 
прокариот: они обнаружены у 87% архей и 48% эу-
бактерий [26]. Поэтому у разных видов широко ва-
рьирует как количество самих crISPr-кассет в гено-
ме (1–18), так и количество (в среднем 60) и величина 
повторов (в среднем 23–37 п.н.), а также число и раз-
мер спейсеров (17–84 п.н.). При этом длина повторов 
и спейсеров внутри одной кассеты неизменна, а по-
следовательности повторов практически идентичны 
[27]. 

Механизм защиты включает три основных стадии 
(рис. 2). На первой стадии – адаптации – небольшой 
фрагмент чужеродной ДНК, проникшей в бактери-
альную клетку, встраивается в crISPr-локус гено-
ма хозяина, формируя новый спейсер. В вирусном 
геноме этот фрагмент присутствует в качестве про-
тоспейсера, комплементарного спейсеру и фланки-
рованного короткой (2–5 п.н.) консервативной по-
следовательностью, называемой PAM (Protospacer 
Adjacent Motif; мотив, прилежащий к протоспейсе-
ру) [28, 29]. Новый спейсер всегда встраивается со 
стороны АТ-богатой лидерной последовательности, 
находящейся перед crISPr-кассетой, в ней же нахо-
дятся промоторные элементы и сайты посадки регу-
ляторных белков [30, 31]. По всей видимости, именно 
таким образом формируются мишени большинства 
crISPr/cas-систем. 

На второй стадии – транскрипции – весь crISPr-
локус транскрибируется в длинную pre-crrnA 

NI = A NG = T NN = G HD = C

Целевой локус генома 

Код узнавания белковыми доменами нуклеотидов

Пара химерных белков TALEN 

Каталитический домен FokI 

Каталитический домен FokI 

ДНК-связывающий домен 

ДНК-связывающий домен 

5'

5'3'

3'

Рис. 1. Схема внесения двунитевого разрыва с помощью химерных белков TALEN. Один мономер ДНК-
связывающего домена белка узнает один нуклеотид целевой последовательности ДНК. За связывание отвечают 
два аминокислотных остатка в мономере, приведен код узнавания (аминокислотные остатки в однобуквенных 
обозначениях). Сайты узнавания расположены на разных цепях ДНК на расстоянии, достаточном для димериза-
ции каталитических доменов FokI. В виде димера FokI вносит двунитевой разрыв в ДНК
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(poly-spacer precursor crrnA; полиспейсерный пред-
шественник crISPr РНК) (рис. 2). Процессинг не-
зрелого транскрипта в зрелые crrnA в большинстве 
crISPr/cas-систем осуществляет эндонуклеаза 
cas6 [32–36]. Короткие crrnA (crISPr РНК) дли-
ной 39–45 нуклеотидов содержат одну спейсерную 
последовательность, а на концах находятся повто-
ры, которые участвуют в образовании структуры 
стержень–петля: восемь последних нуклеотидов по-
втора с гидроксильной группой на 5'-конце образу-
ют стержень, а шпилечная структура с 2',3'-цикли-
ческим фосфатом формирует петлю на 3'-конце [37, 
38]. 

Третья стадия – интерференция чужеродной ДНК 
или РНК – обеспечивается за счет взаимодействия 
crrnA и комплекса cas-белков; crrnA комплемен-
тарно узнает последовательность протоспейсера, 
а cas-белки обеспечивают ее разрушение (рис. 2).

Для деградации ДНК-мишени эффекторным ком-
плексом необходимо, чтобы не возникали компле-
ментарные взаимодействия между нуклеотидами 
crrnA и ДНК-мишени в позициях –2, –3, –4 (если 
за +1 принять первое основание протоспейсера) [39]. 
По-видимому, комплементарные взаимодействия 
crrnA и ДНК-мишени по этим позициям нарушают 
образование эффекторного комплекса, что предот-
вращает разрезание геномной ДНК и ее последую-
щую деградацию.

Длительная коэволюция вирусов и их хозяев при-
вела к появлению у вирусов защитных механизмов 
против crISPr-интерференции [40], что объясняет 
большое разнообразие crISPr/cas-систем у бак-
терий и архей. Биоинформатические исследова-
ния подразделяют все crISPr/cas-системы на три 
основных типа (I–III) и, по меньшей мере, на 10 под-
типов [21, 27, 41]. Среди них в геномной инженерии 
в настоящее время наиболее активно используется 
crISPr/cas-система типа II-А, выделенная из па-
тогена S. pyogenes. У этой бактерии обнаружен ми-
нимальный набор генов cas [27, 41]. Один полифунк-
циональный белок cas9 осуществляет и процессинг 
pre-crrnA, и интерференцию чужеродной ДНК [42]. 
Процессинг crrnA зависит также от малой некоди-
рующей РНК – tracrrnA (trans-activating crrnA; 
трансактивирующая crРНК). Молекулы tracrrnA 
комплементарно связываются с последовательно-
стями повторов в pre-crrnA, формируя дуплекс, 
а одна из рибонуклеаз клетки-хозяина – РНКаза III, 
в присутствии cas9 разрезает дуплекс с образова-
нием зрелой crrnA, которая содержит 20-нуклео-
тидную спейсерную последовательность на 5'-конце. 
cas9 вносит двухцепочечный разрыв в целевой ло-
кус в присутствии ионов Mg2+, причем нуклеазный 
домен HnH этого фермента разрезает нить ДНК, 

комплементарную crrnA, а ruvc-домен режет не-
комплементарную нить [43]. ДНК-мишень для cas9 
S. pyogenes должна непременно содержать 5'-nGG-3' 
РАМ [43, 44], через три нуклеотида от которого и про-
исходит разрезание. У S. thermophilus и Neisseria 
meningitidis мишени для cas9 типа II имеют другой 
консенсус – 5'-nGGnG-3' и 5'-nnnnGAtt-3' соот-
ветственно.

гЕНОМНАя ИНЖЕНЕРИя С ИСПОЛьзОВАНИЕМ 
TALENs И CRISPR/Cas9
Общая стратегия геномной инженерии с помощью 
сайт-специфических нуклеаз включает четыре 
основных этапа (рис. 3):
• Выбор целевой нуклеотидной последовательности 

в геноме.
• Создание нуклеазной конструкции, направленной 

на выбранную мишень. 
• Доставка этой конструкции в клеточное ядро.
• Анализ полученных мутаций.

Рис. 2. Механизм действия CRISPR/Cas9 в клетках 
бактерий (описание в тексте статьи)
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Выбор целевой нуклеотидной последовательности 
в геноме
Важным моментом при работе с системами tALens 
и crISPr/cas9 является тщательный подбор сай-
тов для специфичного внесения двухцепочечного 
разрыва. Необходимость предварительного биоин-
форматического анализа объясняется возможно-
стью нецелевых эффектов – внесения неспецифич-
ных двухцепочечных разрывов в геном. При выборе 
нужных сайтов следует избегать участков повто-
ренных последовательностей, а также участков, 

имеющих высокую гомологию с другими районами 
генома. 

Нецелевые эффекты при использовании системы 
химерных белков tALens возникают по нескольким 
причинам. Во-первых, это различия в эффективно-
сти связывания rVD и специфических нуклеотидов. 
Мономеры HD и nn образуют сильные водородные 
связи с нуклеотидами, в то время как nG и nI – сла-
бые. Это обуславливает возможное связывание ДНК-
узнающего домена с сайтами, отличающимися на не-
сколько нуклеотидов от целевых. Во-вторых, из-за 

Биоинформатический анализ 
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Рис. 3. Общая схема стратегии применения систем TALEN и CRISPR/Cas в геномной инженерии
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вырожденности кода связывания нуклеотидов моно-
мерами возможно, например, взаимодействие nG 
и A. В-третьих, возможна димеризация доменов FokI 
двух нуклеаз с одинаковыми ДНК-связывающими 
доменами (образование гомодимеров). Этот вопрос 
решен в ряде работ благодаря получению tALens, 
которые содержат домены FokI, работающие в ка-
честве облигатных гетеродимеров. И наконец, воз-
можные нецелевые эффекты могут возникать в ре-
зультате того, что размер спейсерной ДНК между 
сайтами узнавания нуклеаз не фиксирован. Это свой-
ство делает возможным внесение двухцепочечных 
разрывов при связывании нуклеаз с нецелевыми 
сайтами, расположенными на расстоянии, достаточ-
ном для димеризации доменов FokI [45]. 

Поскольку нуклеаза cas9 S. pyogenes нуждает-
ся в обязательном присутствии РАМ с консенсусом 
5'-nGG-3', то это хоть и не значительно, но ограни-
чивает выбор мишени. В частности, в геноме чело-
века целевые сайты расположены через каждые 
8–12 п.н. [46, 47]. Один из основных недостатков си-
стемы crISPr/cas9 – сравнительно высокая веро-
ятность возникновения нецелевых мутаций. В ряде 
работ, выполненных in vitro [43], на бактериях [48] 
и на клетках человека [46], показано, что некото-
рые однонуклеотидные замены в 20-нуклеотидном 
спейсерном участке sgrnA (single guide rnA) могут 
привести к существенному снижению активности 
crISPr/cas9, особенно если эти замены локализова-
ны в последних 10–12 нуклеотидах 3'-конца данного 
района sgrnA [49]. В то же время замены на 5'-конце 
sgrnA практически не влияют на функционирование 
системы [43, 46, 48]. Однако известны случаи, когда 
некоторые одно- и динуклеотидные замены на 3'-кон-
це sgrnA не влияют на активность системы crISPr/
cas9 и, наоборот, препятствуют ее действию, если 
находятся на 5'-конце [49]. В целом же, нецелевой 
эффект определяется положением замен – 8–12 п.н. 
на 3'-конце направляющей последовательности ме-
нее важны для cas9, чем нуклеотиды 5'-конца; коли-
чеством замен, которых не должно быть больше трех; 
особенностями самого сайта-мишени; концентрацией 
вводимых cas9 и sgrnA [46–49]. Преодолеть указан-
ные недостатки позволит поиск и разработка мето-
дов, основанных на использовании ортологов cas9, 
для активности которых необходимы РАМ, имеющие 
более сложную консенсусную последовательность. 
Так, например, crISPr/cas типа II N. meningitidis 
распознает PAM с консенсусом 5'-nnnnGAtt-3', 
что, безусловно, ограничивает возможности выбора 
мишени, однако может повысить специфичность. 

С целью повышения специфичности редакти-
рования генома с помощью crISPr/cas-системы 
также используют две никазы cas9 с парой sgrnA 

[50, 51] по аналогии с парами ZFns и tALens, ко-
торые вносят разрывы в ДНК только при действии 
двух независимых белков с доменами FokI. Мутации 
в одном из каталитически активных доменов (D10A 
в HnH и H840A в ruvc) превращают нуклеазу cas9 
в ДНК-никазу [43, 46, 52]. Если разрезание обеих це-
пей ДНК парой никаз cas9 приводит к образованию 
сайт-специфических двухцепочечных разрывов, 
которые репарируются с помощью негомологичного 
сшивания концов ДНК (nHeJ – non-homologous end 
joining), то отдельные одноцепочечные повреждения 
репарируются преимущественно посредством высо-
коточной эксцизии оснований (Ber – base excision re-
pair) [53]. Показано, что применение двух никаз cas9 
с парой sgrnA обеспечивает значительное сниже-
ние образования нецелевых мутаций, при этом вы-
ход целевых мутаций в целом соответствует выходу 
при использовании нуклеазы [50, 51]. 

Перечисленные свойства узнавания целевых сай-
тов системами crISPr/cas9 и tALens были учтены 
при разработке компьютерных алгоритмов поиска 
таких сайтов. В настоящее время доступно on-line 
программное обеспечение, разработанное разными 
коллективами и предназначенное для выбора потен-
циальных сайтов систем tALens [54–59] и crISPr/
cas9 [47, 60–62], а также определения возможных не-
целевых эффектов.

Создание генетических конструкций, 
экспрессирующих CRISPR и TALEN

TALEN. ДНК-связывающий домен состоит из прак-
тически идентичных повторов, поэтому при созда-
нии генетических конструкций, экспрессирующих 
tALens, существуют определенные трудности 
технического характера. Предложен ряд методов, 
которые позволяют создавать ДНК-связывающие 
домены tALe, состоящие из 20–30 и даже более мо-
номеров. Одна из стратегий основана на стандарт-
ном клонировании ДНК с использованием гидролиза 
ДНК эндонуклеазами рестрикции типа II и лигиро-
вания – reAL (restriction and Ligation [63]). На пер-
вом этапе подготавливают библиотеку мономеров, 
в которые с 5'- и 3'-концов внесены сайты эндону-
клеаз рестрикции. После гидролиза ДНК проводят 
попарное лигирование, в результате чего образу-
ются димеры (n1

n
2
, n

3
n

4
, n

2k-1
n

2k
), которые затем 

объединяют в тетрамеры и так далее. Правильная 
последовательность при этом достигается исполь-
зованием различных эндонуклеаз рестрикции. Эта 
методика весьма трудна и длительна, поскольку 
на каждом этапе необходимо очищать продукты 
реакции, а также подтверждать правильность ори-
ентации. Для ускорения этого процесса создана би-
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блиотека из 376 элементов, состоящая из моно-, ди-, 
три- и тетрамеров (reAL-Fast, [64]).

Для увеличения эффективности и ускорения про-
цесса сборки используют реакцию Golden Gate [65, 
66], которая представляет собой одновременное ли-
гирование и гидролиз эндонуклеазами рестрикции 
в одной реакционной смеси (рис. 4). В реакции Golden 
Gate используют эндонуклеазы рестрикции типа 
IIS, которые гидролизуют ДНК на фиксированном 
расстоянии от сайта узнавания, например, BsmBI 
или BsaI. Таким образом при лигировании проис-
ходит «бесшовная» сборка, поскольку эндонуклеазы 
рестрикции «отрезают» свой собственный сайт от мо-
номера, и продукт лигирования уже не подвергает-
ся рестрикции. Амплифицируя последовательности 
мономеров (nI, HD, nG и nn) с различными олигону-
клеотидными праймерами, создают библиотеку, ко-
торая содержит различные варианты всех четырех 
мономеров, соответствующие различным позициям 
(например, от 1 до 20) в будущем ДНК-связывающем 
домене. При обработке таких мономеров эндонуклеа-
зами рестрикции IIS образуются липкие концы, ком-
плементарные липким концам соседних мономеров. 

В одной реакции можно лигировать сразу несколько 
мономеров, например, четыре [67] или шесть [68] од-
новременно. Далее, опять используя реакцию Golden 
Gate, можно лигировать несколько тетра- или гек-
самеров и клонировать уже полную последователь-
ность в плазмидный вектор, содержащий 3'-полупо-
втор и каталитический домен FokI. 

С целью сокращения времени создания генетиче-
ских конструкций, экспрессирующих tALen, пред-
ложен метод, позволяющий избежать лигирования 
ДНК и соответственно этапов, связанных с провер-
кой его результатов. Выбранный ДНК-связывающий 
домен собирается из мономеров с длинными специ-
фичными одноцепочечными концами (10–30 нуклео-
тидов). При смешивании нескольких мономеров про-
исходит отжиг комплементарных одноцепочечных 
концов, в результате чего мономеры выстраиваются 
в нужной последовательности. Затем клетки E. coli 
трансформируют полученной смесью, и лигирование 
происходит уже в бактериях с участием их собствен-
ных ферментов [69].

Перечисленные методы создания генетиче-
ских конструкций, экспрессирующих tALens, 

Мономеры

Промежуточные k-мерные конструкции

Готовая плазмидная конструкция,  
кодирующая химерный белок TALEN

Сигнал ядерной 
локализации Тандемные повторы TALE Эффекторный домен

Полуповтор

N-конец C-конец

Реакция  
Golden Gate

А

Б

В

Рис. 4. Схема стратегии модульного иерархического лигирования на основе системы клонирования Golden Gate 
для создания генетических конструкций, экспрессирующих химерные белки TALEN. А – на первом этапе созда-
ют библиотеку мономеров, которая представляет собой своеобразный «конструктор», состоящий из набора 
деталей. Такие детали – амплифицированные последовательности мономеров с использованием специфических 
олигонуклеотидных праймеров. Праймеры подбирают таким образом, чтобы в результате гидролиза эндону-
клеазами рестрикции типа IIS образовывались липкие концы, которые определяют позицию мономера в готовой 
конструкции. Б – в одной реакции Golden Gate возможно одновременное лигирование нескольких мономеров, 
в результате чего получают промежуточные k-мерные конструкции. В – на последнем этапе проводят реакцию 
Golden Gate, в результате которой происходит рестрикция и лигирование нескольких промежуточных k-мерных 
конструкций и плазмиды «основы», содержащей остальные элементы TALEN
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относительно просты и по разным оценкам на их 
выполнение требуется 1–2 недели при наличии 
соответствующих реактивов. Помимо простоты и эф-
фективности, данная технология также отличается 
доступностью – на сегодняшний день через депози-
тарий Addgene (http://www.addgene.org/tALen/) 
возможно приобрести наборы для создания tALens, 
разработанные разными коллективами авторов [64, 
68–71], и использовать их в лабораторных условиях. 

Также появились системы для автоматизирован-
ного высокоэффективного производства конструк-
ций, экспрессирующих нуклеазы tALens. Так, на-
пример, коммерческая платформа компании celleсtis 
Bioresearch позволяет создавать до 7200 таких кон-
струкций в год. В научной литературе описаны три 
метода [72–74], основанные на использовании твер-
дофазных поверхностей. Эти методы позволяют из-
бежать анализа промежуточных конструкций, их 
очистки с помощью выделения из геля и других ста-
дий, что делает эти методы пригодными для автома-
тизированного производства и ускоряет процесс. Суть 
этих методов заключается в использовании покры-
тых стрептавидином магнитных частиц, к которым 
присоединены биотинилированные двухцепочечные 
ДНК-адаптеры. В результате последовательного че-
редования этапов гидролиза ДНК эндонуклеазами 
рестрикции и лигирования наращивается последова-
тельность мономеров, связанная через адаптер с маг-
нитной частицей. Продукты реакций очищают с по-
мощью отмывочных буферов на магнитной подложке. 
При этом побочные продукты и компоненты реакций 
вымываются, а целевой продукт, благодаря притя-
жению между магнитными частицами и подложкой, 
остается в пробирке (или лунке). В конце с помощью 
эндонуклеаз рестрикции расщепляют связи между 
биотинилированным адаптером и синтезированной 
последовательностью мономеров ДНК-связывающего 
домена tALen, которую затем в результате лигиро-
вания ДНК клонируют в плазмидный вектор. С помо-
щью такого метода можно быстро и эффективно па-
раллельно синтезировать генетические конструкции 
в 96-луночных планшетах, используя мультиканаль-
ные автоматические пипетки или роботизированные 
раскапывающие станции.

CRISPR/Cas9. Показано, что для разрезания ДНК 
in vitro [43, 52] и в бактериальных клетках [42] с ис-
пользованием crISPr/cas9 необходимы и доста-
точны следующие компоненты: некодирующие РНК 
tracrrnA и pre-crrnA, РНКаза III и белок cas9. Ис-
пользование этой системы в клетках млекопитающих 
имеет ряд особенностей. 

Во-первых, нуклеаза Spcas9 (cas9 S. pyogenes) 
должна быть адаптированной для адекватной транс-

крипции в клетках высших эукариот, в частности, 
оптимизированной по кодонам, а для обеспечения 
ядерной компартментализации необходимо присое-
динить сигналы ядерной локализации (nLS – nuclear 
localization signal); двух nLS достаточно для эффек-
тивного направления cas9 в ядро [46].

Во-вторых, для созревания pre-crrnA в клетках 
эукариот не требуется вносить экзогенную РНКазу 
III, так как с этой функцией успешно справляются 
собственные клеточные РНКазы [75–77].

В-третьих, вместо двух некодирующих РНК чаще 
вводят единую химерную sgrnA, в которой зрелая 
crrnA соединена с частью tracrrnA с помощью син-
тетической структуры «петля–стебель» для имита-
ции естественного дуплекса crrnA-tracrrnA [43] 
(рис. 5). Для транскрипции sgrnA необходим со-
ответствующий промотор, например, u6-промотор 
РНК-полимеразы III.

В лаборатории Фенга Занга созданы базовые плаз-
мидные конструкции, содержащие элементы, необхо-
димые для работы crISPr/cas9. Плазмиды pX260/
pX334 содержат три экспрессионные кассеты: cas9-
нуклеаза/никаза, crISPr РНК-матрица и tracrr-
nA (рис. 6). Чтобы изменить последовательность-
мишень, из такой конструкции необходимо всего 

Рис. 5. Единая химерная sgRNA для внесения двухцепо-
чечных разрывов в целевых локусах. Комплекс sgRNA 
и Cas9 способен вносить двухцепочечные разрывы 
в выбранных сайтах ДНК. SgRNA – искусственно соз-
данная конструкция, представляющая собой объеди-
ненные в одну молекулу РНК элементы системы 
CRISPR/Cas9: crRNA и tracrRNA. Протоспейсер – сайт, 
который узнает система CRISPR/Cas9. Спейсер – по-
следовательность в составе sgRNA, которая отвечает 
за связывание целевого сайта по принципу комплемен-
тарного взаимодействия. RuvC и HNH – каталитические 
домены, которые вносят разрывы в цепи ДНК в це-
левом сайте. PAM – короткий мотив (NGG в случае 
CRISPR/Cas9), наличие которого с 3'-конца протоспей-
сера обязательно для внесения разрыва
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лишь вырезать исходную 30-нуклеотидную направ-
ляющую последовательность, фланкированную сай-
тами BbsI, и заменить ее на искусственно синтезиро-
ванную. С этой целью 30-членные олигонуклеотиды, 
комплементарные целевой последовательности и со-
держащие соответствующие липкие концы, сплавля-
ют вместе и лигируют с плазмидой. 

Плазмиды pX330/pX335 содержат две экспрес-
сионные кассеты: cas9-нуклеаза/никаза, химерная 
sgrnA, включающая 85-нуклеотидную tracrrnA. 
Принцип смены направляющей последовательности 
тот же, но длина ее меньше – 20 нуклеотидов, при-
чем 20-м должен быть гуанин, так как используемый 
в данном случае u6-промотор содержит это основание 
в точке старта транскрипции. Кроме того, в эти плаз-
миды могут быть встроены дополнительные элементы, 
такие, как сайты 2A-GFP или 2A-Puro, для последую-
щей селекции несущих плазмиду клеток. 

Доставка конструкций, экспрессирующих 
компоненты системы CRISPR/Cas9
Для трансформации клеточных культур человека, 
мыши и других организмов чаще используют плаз-
миды, обеспечивающие активную продукцию ну-
клеазы cas9 и sgrnA in vitro [46, 78–80]. В случае 
трансформации целого организма разработан метод, 
основанный на микроинъекции мРНК сas9 и sgrnA 
в одноклеточные эмбрионы [81–83]. Этот метод ак-
тивно применяют у мышей, полосатого данио (Danio 
rerio) и дрозофилы. Для широкомасштабного охваты-
вающего геном нокаута с использованием больших 
библиотек sgrnA используют лентивирусные векто-
ры [84, 85]. У растений, клетки которых имеют плот-
ную клеточную стенку, широко применяется метод 
плазмидной трансформации протопласта в клеточ-

ных культурах [86, 87], а также агроинфильтрация 
при помощи Agrobacterium tumefacients [88, 89]. 

Анализ мутаций, вызванных действием CRISPR/
Cas9 и TALEN
В результате активности систем crISPr/cas9 
или tALens в эукариотическую ДНК вносится 
двухцепочечный разрыв в области протоспейсера 
crISPr/cas9 или спейсерной последовательности, 
разделяющей сайты узнавания tALen (рис. 7). В от-
сутствие гомологичной донорной ДНК двухцепочеч-
ный разрыв репарируется путем негомологичного 
сшивания концов. В ходе этого процесса возникают 
ошибки, и с большой частотой в области соединения 
образуются небольшие инсерции или делеции [90]. 
Разработан ряд методик, позволяющих изучать ак-
тивность искусственных нуклеаз в эукариотических 
клетках, основой которых является детекция изме-
нений в целевой ДНК (рис. 7). 

Изучить нуклеотидные последовательности му-
тантных аллелей, возникающих в результате него-
мологичного сшивания концов ДНК, а также наиболее 
точно количественно определить эффективность ра-
боты искусственных нуклеаз позволяет метод, осно-
ванный на tOPO-клонировании (рис. 7). Из клеток эу-
кариот, обработанных искусственными нуклеазами, 
выделяют геномную ДНК, и методом ПЦР амплифи-
цируют участок ДНК, содержащий сайт узнавания 
нуклеазы. Продукты ПЦР клонируют в плазмидном 
векторе с последующим секвенированием клонов, по-
лученных после трансформации клеток E. coli [72]. Та-
ким образом определяют разнообразие возникающих 
мутаций и их частоту. Более того, если из клеток, об-
работанных искусственными нуклеазами, получить 
клональные популяции, то после секвенирования 

U6-промотор
Промотор  

млекопитающихsgRNA

crRNA tracrRNA NLS hCas9 NLS поли(A)

Рис. 6. Схема генетической конструкции, экспрессирующей элементы системы CRISPR/Cas. hCas9 – последо-
вательность белка Cas9, оптимизированная для экспрессии в клетках эукариот. sgRNA – единая химерная РНК, 
содержащая части crRNA и tracrRNA, необходимые для функционирования. NLS – сигнал ядерной локализации, 
который обеспечивает попадание конструкций в ядро. Поли(А) – сигнал полиаденилирования
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Рис. 7. Схема различных анализов для выявления и определения эффективности внесения двухцепочечного разрыва 
системами TALEN и CRISPR/Cas. Сначала конструкции, кодирующие CRISPR/Cas9 или TALEN, доставляют в клетки. 
В клетках происходят двухцепочечные разрывы в целевых локусах, которые репарируются с помощью негомол-
гичного соединения концов (NHEJ). В результате образуются инсерции или делеции. Далее амплифицируют целе-
вой локус с помощью ПЦР. Продукты ПЦР анализируют с помощью следующих методов. А – клонируют целевой 
участок в плазмидный вектор. Из-за инсерций или делеций происходит нарушение или наоборот восстановление 
рамки считывания гена lacZ. В результате подсчета синих и белых колоний после трансформации E. сoli определя-
ют эффективность работы систем CRISPR/Cas9 или TALEN; Б – после клонирования в плазмидный вектор и транс-
формации E. сoli производят секвенирование по Сэнгеру. Подсчитывают клоны, содержащие инсерции/делеции, 
определяют эффективность; В – после денатурации и регибридизации продукта ПЦР образуются гетеродуплексы 
ДНК – например, одна цепь «дикого типа», другая содержит делецию. После обработки ферментами, разре-
зающими ДНК в неспаренных участках, наносят образцы на гель и проводят электрофорез. Продукты гидролиза 
означают, что проба содержала гетеродуплексы, следовательно, в геномной ДНК возник двухцепочечный разрыв 
под действием CRISPR/Cas9 или TALEN; Г – в результате анализа кривых плавления с высоким разрешением также 
можно детектировать гетеродуплексы. Синий – контрольные образцы, красный – образцы, содержащие гетеро-
дуплексы; Д – неспаренные участки ДНК снижают мобильность гетеродуплексов в 15% полиакриламидном геле. 
После гель-электрофореза можно наблюдать полосы, соответствующие гомо- и гетеродуплексам
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можно отобрать линии, несущие определенные мута-
ции. Так, например, в результате отбора клонов с де-
лецией определенного размера были получены кле-
точные линии, в которых удалось восстановить рамку 
считывания, нарушенную мутацией, вызывающей 
мышечную дистрофию Дюшенна [91].

Активность искусственных нуклеаз анализиру-
ют при помощи ферментов, которые расщепляют 
фосфодиэфирные связи на неспаренных участках 
ДНК (рис. 7). При амплификации участка, выбран-
ного в качестве мишени для искусственных нукле-
аз, получается смесь из молекул ДНК, нуклеотид-
ные последовательности которых отличаются из-за 
возникших при негомологичном соединении концов 
инсерций или делеций. При денатурации, а затем 
регибридизации продукта ПЦР образуются гетеро-
дуплексы, содержащие петли на неспаренных участ-
ках. Регибридизованные продукты ПЦР обрабаты-
вают ферментами, например, эндонуклеазой I фага 
t7 [92] или нуклеазами семейства celI [93], а затем 
полученные фрагменты разделяют электрофоре-
тически. Обнаружение продуктов гидролиза свиде-
тельствует о присутствии в смеси продуктов ПЦР 
фрагментов, содержащих инсерции или делеции, 
возникшие при негомологичном соединении концов. 
По соотношению интенсивности основного продукта 
и фрагментов, возникших при гидролизе, можно оце-
нить эффективность работы искусственных нуклеаз, 
однако это неточная оценка [92].

Образовавшиеся гетеродуплексы по своим свой-
ствам отличаются от гомодуплексов. Одно из таких 
отличий – изменение профиля кривой плавления, 
которое можно обнаружить путем анализа кривых 
плавления с высоким разрешением (HrMA) (рис. 7). 
С помощью ПЦР в реальном времени с использовани-
ем интеркалирующих флуоресцентных красителей 
амплифицируют небольшой участок (100–300 п.н.), 
содержащий сайт двухцепочечного разрыва. За-
тем после денатурации и регибридизации проводят 
HrMA. В результате сравнения контрольных и опыт-
ных образцов можно определить изменения профи-
ля кривой плавления, а следовательно, и изменения 
в нуклеотидных последовательностях, возникших 
в результате негомологичного сшивания концов [94]. 
Этот анализ отличается чувствительностью и про-
стотой, однако это качественный метод, который 
не позволяет точно оценить эффективность работы 
искусственных нуклеаз, а также характер измене-
ний ДНК.

Еще один метод, с помощью которого можно опре-
делить был ли внесен в целевой сайт двухцепочеч-
ный разрыв, это анализ электрофоретической под-
вижности гетеродуплексов. Неспаренные участки 
одноцепочечной ДНК, образующие петли в гетероду-

плексах, снижают их подвижность в 15% полиакри-
ламидном геле по сравнению с гомодуплексами. Бла-
годаря этому свойству можно не только установить, 
произошел ли двухцепочечный разрыв, но и оценить 
разнообразие возникающих мутаций, а также гено-
типировать различные клоны, поскольку различные 
по размеру делеции или инсерции по-разному меня-
ют подвижность гетеродуплексов. При этом профиль 
подвижности для линий, содержащих одинаковые 
мутации, также будет одинаковым [95].

Количественно оценить и сравнить эффективность 
искусственных нуклеаз позволяют методы, в кото-
рых применяют репортерные генетические кон-
струкции, содержащие гены люминесцентных бел-
ков. При этом используется явление одноцепочечного 
отжига (Single-strand annealing, SSA), одного из спо-
собов репарации двухцепочечных разрывов в геноме 
эукариот. Если двухцепочечный разрыв происходит 
между двумя прямыми повторами, то в результа-
те SSA происходит отжиг комплементарных по-
следовательностей, фланкирующих разрыв. Затем 
негомологичные участки подвергаются гидролизу 
специфическими нуклеазами, а в одноцепочечных 
участках происходит синтез и лигирование новой 
ДНК. Последовательность между прямыми повтора-
ми, где произошел двухцепочечный разрыв, всегда 
делетируется, а вместо двух повторенных последо-
вательностей остается один. Этот процесс использу-
ют для восстановления репортерного гена, например 
гена люциферазы. После двухцепочечного разрыва, 
внесенного в целевую последовательность, клониро-
ванную в плазмидный вектор между двумя повторен-
ными элементами гена-репортера, в результате SSA 
происходит восстановление его (репортера) функции. 
Таким образом, по уровню люминесценции можно 
количественно оценить эффективность работы ис-
кусственных нуклеаз. При этом репортерные кон-
струкции трансфицируют в эукариотические клет-
ки, например в линии HeK293 или некоторые линии 
дрожжей. Недостатком этого метода является то, 
что он не учитывает геномного окружения, в котором 
находится сайт разрезания, поэтому его результаты 
могут не коррелировать с результатами, полученны-
ми при работе с целевыми сайтами в геноме [96].

Учеными из Японии разработан метод анализа, 
основанный на нарушении/восстановлении функ-
ции гена lacZα (рис. 7). С этой целью сайт для внесе-
ния двухцепочечного разрыва клонируют в ген lacZα. 
Олигонуклеотидные праймеры при этом выбирают 
таким образом, чтобы целевой сайт дикого типа на-
рушал (1) или сохранял (2) рамку считывания. Если 
в сайте произошел двухцепочечный разрыв, репа-
рированный с помощью негомологичного сшивания 
концов, то в первом случае после клонирования в ре-
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зультате делеций или инсерций в 1/3 конструкций 
рамка считывания будет восстановлена. Соответ-
ственно после трансформации клеток E. coli полу-
ченными конструкциями часть колоний будет иметь 
синюю окраску. Во втором случае в 2/3 конструкций 
из-за мутаций, вызванных искусственными нуклеа-
зами, рамка считывания будет нарушена. Колонии, 
в которые попадут такие генетические конструкции, 
будут иметь белую окраску. Эффективность искус-
ственных нуклеаз можно тогда определить путем 
простого подсчета доли синих или белых колоний 
в первом и втором случаях соответственно [97].

ПРИМЕНЕНИЕ СИСтЕМ CRISPR/Cas9 И TALEN
Нуклеаза делает в сайте-мишени двухцепочечные 
разрывы, которые репарируются в клетке по одному 
из двух возможных механизмов:

Негомологичное соединение концов, при котором 
возникают ошибки, что приводит в результате к по-
явлению в целевом локусе мутаций по типу инделей 
(инсерций, делеций). 

Гомологичная рекомбинация, при которой непо-
врежденный гомолог служит матрицей для восста-
новления исходной структуры ДНК; это событие про-
исходит в клетке довольно редко, но использование 
crISPr/cas9 и tALens позволяет повысить веро-
ятность прохождения гомологичной рекомбинации 
на несколько порядков. Если добавить к компонен-
там crISPr/cas9 искусственно синтезированную 
молекулу ДНК, имеющую гомологию с последова-
тельностью нуклеотидов в месте разрыва, то она 
может служить матрицей для другого способа ре-
парации – HDr (homology-directed repair), при ко-
тором небольшой фрагмент искусственной матрицы 
встраивается в целевой локус. В качестве такой ма-
трицы чаще всего используют два типа конструкций: 
одноцепочечные олигонуклеотиды или плазмидные 
векторы. В первом случае искусственно синтезиру-
ют олигонуклеотиды, гомологичные сайту внесения 
двухцепочечного разрыва, оптимальная длина кото-
рых составляет около 90 нуклеотидов [98]. Такие оли-
гонуклеотиды могут содержать небольшие отличия 
от целевого сайта. При использовании плазмидных 
векторов в качестве донорных молекул для реком-
бинации в них клонируют достаточно длинные плечи 
гомологии (от 500 до нескольких тысяч пар нуклео-
тидов). Такие плечи гомологии могут фланкировать 
дополнительные элементы, например, репортерные 
гены, гены устойчивости к антибиотикам и так далее. 
С помощью HDr в целевой локус можно поместить 
сайт рестрикции, маркерную метку или же нуклео-
тиды для исправления «неправильных» ДНК. Од-
нако HDr активно происходит только в делящихся 
клетках, и ее эффективность очень сильно зависит 

от типа клетки, стадии жизнедеятельности, а также 
целевого локуса генома и самой матрицы [99].

Таким образом, с помощью сайт-специфических 
нуклеаз можно получить следующие мутации:
• негомологичное соединение концов в отсутствие до-
норной плазмиды опосредует делеции или инсерции 
нескольких нуклеотидов сайта-мишени и, как один 
из результатов, генный нокаут из-за мутаций рамки 
считывания и образования стоп-кодонов [100]; 
• в присутствии двухцепочечных олигонуклеоти-
дов или донорной плазмиды фрагменты ДНК длиной 
свыше 14 т.п.н. могут встраиваться посредством лиги-
рования, опосредованного негомологичным сшивани-
ем концов [101, 102]; 
• одновременное внесение нескольких двухцепочеч-
ных разрывов может приводить к делециям, инвер-
сиям или транслокациям участков ДНК, расположен-
ных между этими разрывами [46, 103];
• гомологичная рекомбинация в присутствии донор-
ной плазмиды с плечами гомологии, фланкирующи-
ми встраиваемый фрагмент [104], линейной донорной 
последовательности с гомологией менее 50 п.н. [105] 
или олигонуклеотида [103] приводит к внедрению 
одного или нескольких трансгенов для коррекции 
или замены существующих генов.

На сегодняшний день описанные выше методы ак-
тивно применяются в фундаментальных и приклад-
ных исследованиях. При этом редактирование генома 
возможно как in vitro при доставке элементов систем 
tALen или crISPr/cas в культуры клеток, так и in 
vivo с помощью инъекций мРНК в зиготы (рис. 3).

Редактирование генома in vitro
Клеточные линии НЕК293t/НЕК293Ft, легко транс-
формируемые плазмидами и относительно про-
стые в поддержании, наиболее часто используются 
для проверки эффективности работы систем tALens 
и crISPr/cas в человеческой модели in vitro [46, 50, 
68, 78, 106]. По данным разных авторов уровень це-
левых мутаций, а также гомологичной рекомбинации 
с донорными плазмидами/олигонуклеотидами коле-
блется в широких пределах, что, вероятно, зависит 
не только от метода, но и от клеточной линии и самой 
геномной мишени (таблица). Культивируемые линии 
индуцированных плюрипотентных стволовых клеток 
и эмбриональных стволовых клеток человека пред-
ставляют особый интерес для регенеративной ме-
дицины, изучения структуры и функционирования 
сложных генных сетей, создания систем для поиска 
лекарственных средств и множества других фунда-
ментальных и биомедицинских исследований. 

С использованием системы tALen Динг и соавт. 
[71] внесли двухцепочечные разрывы и получили ли-
нии стволовых клеток человека с мутациями в раз-
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Геномная инженерия с помощью TALEN и CRISPR/Cas 

Нуклеаза Объект Ген Назначение Источник

tALen

Клетки человека  
(Homo sapiens) 

ccr5, akt2, e17k, angptl3, apob, atgl, c6orf106, celsr2, cftr, ciita, 
foxo1, foxo3, gli1, glut4, hbb, hdac1, hdac2, hdac6, hmga2, 

hoxa13, hoxa9, hoxc13, hprt, il2rg, jak2, kras, linc00116, maoa, 
map2k4, mdm2, met, mlh1, msh2, mutyh, myc, mycl1, mycn, 

nbn, ncor1, ncor2, nlrc5, ntf3, pdgfra, pdgfrb, phf8, plin1, pms2, 
ppp1r12c (aavs1), ptch1, pten, rara, rbbp5, recql4, ret, runx1, 
sdhb, sdhc, sdhd, setdb1, sirt6, smad2, sort1, sox2, klf4ss18, 
suz12, tfe3, tp53, trib1, tsc2, ttn, vhl, xpa, xpc, abl1, alk, apc, 

atm, axin2, bax, bcl6, bmpr1a, brca1, brca2, cbx3, cbx8, ccnd1, 
cdc73, cdk4, cdh4, chd7, ctnnb1, cyld, ddb2, ercc2, ewsr1, ext1, 
ext2, ezh2, fanca, fancc, fancf, fancg, fes, fgfr1, fh, flcn, flt4, 

mstn, aavs2, oct4, pitx3

Нокаут, 
встройка

[67, 68, 
70–72, 74, 

92, 176–179, 
180]

Дрожжи 
 (Saccharomyces cerevisiae) URA3, ADE2, LYS3 Нокаут, 

встройка [181]

Нематода  
(Caenorhabditis elegans) ben-1, tex-1, sdc-2 Нокаут [182] 

Дрозофила (Drosophila 
melanogaster)

yellow, crhdr1, ponzr1, bmil, cdh5, dip2a, elmo1, epas1b, fh, 
golden, gria3, hey2, hif1ab, ikzf1, jak3, moesina, myod, phf6, 
ppp1cab, ryr1a, ryr3, scl6a3, tbx6, tnikb, th, fam46c, smad5

Нокаут, 
встройка

[94, 
183–187]  

Шелкопряд  
(Bombyx mori) blos2 Нокаут [188]

Сверчок  
(Gryllus bimaculatus) lac2 Нокаут [189] 

Шпорцевая лягушка 
(Xenopus tropicalis) ets1, foxd3, grp78/bip, hhex, noggin, ptf1a/p48, sox9, vpp1 Нокаут [190]

Мышь  
(Mus musculus)

c9orf72, fus, lepr, pak1ip1, gpr55, rprm, fbxo6, smurf1, tmem74, 
wdr20a, dcaf13, fam73a, mlkl, mstn, pibf1, sepw1, rab38, zic2

Нокаут, 
встройка

[179, 
191–196] 

Крыса (Rattus norvegicus) bmpr2, IgM Нокаут [197, 198]
Свинья  

(Sus scrofa) amely, dmd, gdf8, ggta, ghdrhdr, il2rg, ldlr, rag2, rela (p65), sry Нокаут [199]

Корова (Bos taurus) acan, gdf8, ggta, mstn, prnp Нокаут [179, 199]
Арабидопсис (Arabidopsis 

thaliana) adh1 Нокаут [70]

Табак (Nicotiana 
benthamiana) surA, surB, hax3 Нокаут, 

встройка [156, 157]

Коротконожка 
(Brachypodium 

distachyon)
aba1, cxk2, coi1, hta1, rht, sbp, smc6, spl Нокаут [154]

Рис (Oryza sativa) avrxa7, pthxo3, badh2, ckx2, dep1, sd1 Нокаут [154, 155]

crISPr/
cas

Дрожжи (Saccharomyces 
cerevisiae) CAN1, ADE2 Нокаут, 

встройка [200]

Клетки человека  
(Homo sapiens) 

dnmt3b-tdTomato, pou5f1(oct4), emx1, dyrk1a, grin2b, egfp, 
ccr5, c4bpb, pvalb, aavs, akt2, celsr2, ciita, glut4, linc00116, 

sort1, ldlr

Нокаут, 
встройка

[46, 51, 78, 
80, 201, 202]

Нематода (Caenorhabditis 
elegans)

dpy-11, unc-4, ben-1, unc-36, daf-2, klp-12, lab-1, egfp, dpy-
11, lin-5, rol-1, dpy-3, unc-1, dpy-13, unc-119, klp-12

Нокаут, 
встройка

[119–124, 
126]

Дрозофила  
(Drosophila melanogaster) yellow, white, rosy, cg14251 (k81), cg3708cg17629 (kl-3), light Нокаут, 

встройка [130–133]

Полосатый данио  
(Danio rerio) 

etsrp, gata5, etsrp, gsk3b, apoea, fh, fh1, th1, rgs4, tia1l, tph1a, 
drd3, egfp, tyr, gol, mitfa, ddx19, sema3fb, dre-mir-126a, dre-
mir-126b, dre-mir-17a-1–dre-mir-92a-1, dre-mir-17a-2–dre-
mir-92a-2, fgd5, ensdarg00000070653, ensdarg00000076787, 
psmf1, dre-mir-126a, dre-mir-17a-2, dre-mir-92a-2, tardbp, 

tardbpl, c13h9orf72

Нокаут, 
встройка, 

хромосомные 
перестройки  

[81, 82, 
203–206]

Лягушка  
(Xenopus tropicalis) tyr, six3 Нокаут [207]

Свинья (Sus scrofa) gdf8, p65 Нокаут, 
встройка [208]

Мышь (Mus musculus) tet1, tet2, tet3, sry, uty, rosa26, hprt, egfp, th, rheb, uhrf2 Нокаут, 
встройка

[83, 144, 
209, 210]

Крыса (Rattus norvegicus) dnmt1, dnmt3a, dnmt3b, tet1, tet2, tet3, mc3r, mc4r Нокаут, 
встройка 

[144, 145, 
211]

Арабидопсис  
(Arabidopsis thaliana) pds33, fls2, bri1, jaz1, gaj, chl, chl2, 5g13930 Нокаут, 

встройка [87, 88, 149] 

Табак (Nicotiana 
benthamiana) pds Нокаут, 

встройка [88, 89]

Рис (Oryza sativa) ods, badh2, mrk2, 02g23823, roc5, spp, ysa, myb1, cao1, lazy1, 
sweet11, sweet14

Нокаут, 
встройка

[86, 150, 
152]  

Пшеница  
(Triticum aestivum) mlo Нокаут [86] 
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ных генах, вызывающих заболевания. Всего мутации 
внесли в 15 генов и провели подробный анализ фе-
нотипа дифференцированных производных стволо-
вых клеток с мутациями в четырех из них – APOB, 
SORT1, AKT2 и PLIN1. Благодаря таким клеточным 
моделям были получены новые данные о роли этих 
генов в патогенезе заболеваний. Например, показано, 
что продукт гена APOB необходим для репликации 
вируса гепатита С в гепатоцитах человека. В клет-
ках с гомозиготной мутацией в этом гене репликация 
вируса существенно снижена. А мутация e17K в гене 
AKT2 приводит к снижению синтеза глюкозы в гепа-
тоцитах человека и увеличению уровня триглицери-
дов в адипоцитах.

Помимо создания моделей, необходимых для раз-
работки подходов к лечению заболеваний, искус-
ственные нуклеазы могут использоваться непосред-
ственно в терапевтических целях. Одно из таких 
направлений – терапия хронических вирусных 
инфекций. Могут быть сконструированы нуклеазы 
tALens, позволяющие вносить мутации в открытые 
рамки считывания таких вирусов, как ВИЧ, вирус 
гепатита B, герпесвирус, которые могут находиться 
в организме в латентном состоянии и не поддаваться 
терапии, направленной на реплицирующиеся вирусы 
[107, 108]. Так с помощью tALens можно модифици-
ровать ген C-C рецептора хемокина 5 t-лимфоцитов, 
мутации в котором делают человека невосприимчи-
вым к ВИЧ [100, 109].

С помощью технологии, основанной на crISPr/
cas9, созданы изогенные стволовые клетки челове-
ка [110], разрабатываются методы исправления му-
тантного фенотипа клеток [111], проводятся работы 
по регуляции экспрессии генов [112–116], изучению 
функциональных взаимоотношений между больши-
ми группами генов [84, 85] и визуализации функцио-
нирующих районов генома в живых клетках [117].

Создание панелей изогенных плюрипотентных 
стволовых клеток человека позволит осуществить 
моделирование наследственных и многофакторных 
заболеваний, скрининг больших библиотек лекар-
ственных средств, а также поиск новых мутаций, во-
влеченных в патологический процесс. В настоящее 
время активно ведутся работы по всем этим направ-
лениям. Так, crISPr/cas9-систему эффективно ис-
пользовали для создания модели синдрома IcF (IcF – 
immunodeficiency, centromeric region instability and 
facial anomalies syndrome; иммунодефицит, неста-
бильность центромерных районов хромосом и лице-
вые аномалии) на индуцированных плюрипотентных 
стволовых клетках человека. Были получены гомо-
зиготные мутации в гене DNMT3B с частотой 63%, 
при этом клетки имели фенотип центромерной неста-
бильности [110]. Особенно актуальным представляет-

ся изучение тяжелых нейродегенеративных заболе-
ваний, таких, как болезнь Альцгеймера, Паркинсона, 
различные мышечные атрофии. 

Поскольку cas9 узнает конкретную мишень в ге-
номе при участии короткой направляющей после-
довательности в sgrnA, то в современных условиях 
относительно просто создать достаточно большую би-
блиотеку олигонуклеотидов и соответственно sgrnA, 
охватывающую масштабы целого генома. А исполь-
зование в качестве вектора для доставки компонен-
тов crISPr/cas9 лентивирусов, которые стабильно 
поддерживаются в геноме и реплицируются вместе 
с геномной ДНК, позволило разработать новую тех-
нологию GecKO – crISPr-cas9-нокаут в масштабе 
генома (Genome-scale crISPr/cas9 knockout) [84]. 
Большая библиотека sgrnA позволяет выключить 
транскрипцию многих генов одновременно и устано-
вить тем самым функциональные взаимоотношения 
между ними, роль в тех или иных процессах жизне-
деятельности или вовлеченность в патологический 
процесс. Так, при использовании лентивирусной би-
блиотеки, охватывающей 18080 генов (три-четыре 
sgrnA на каждый ген), выявлены гены, необходимые 
для жизнедеятельности раковых клеток (А375 кле-
точная линия меланомы человека) и плюрипотентных 
стволовых клеток (линия HueS62) [84]. Показано, 
что в формировании резистентности к вемурафе-
нибу (PLX), который является BrAF-ингибитором 
протеинкиназ при меланоме, участвуют не только 
гены NF1 и MED12, но ген CUL3, а также комплекс 
гистон-специфических ацетилтрансфераз StAGA: 
TADA1 и TADA2 [84]. При использовании ленти-
вирусной библиотеки, содержащей порядка 73000 
sgrnA, на примере линий опухолевых клеток KBM7 
и HL60 изучены гены, участвующие в пролиферации 
и клеточном цикле [83]. Показано, что мутации, при-
водящие к формированию нефункциональных про-
дуктов четырех генов репарации однонуклеотидных 
замен в ДНК (MMr) – MSH2, MSH6, MLH1, PMS2, 
обуславливают устойчивость к нуклеотидному ана-
логу 6-тиогуанину и, следовательно, обеспечивают 
пролиферацию клеток. Изучена также работа генов 
TOP2A, CDK6, BCR, ABL1 и генов, кодирующих ри-
босомные белки. 

Таким образом, использование библиотек 
crISPr/cas9 позволяет осуществлять функциональ-
ный скрининг геномов, который может дать важней-
шие сведения о физиологии и биохимии клеток разно-
го типа, поможет раскрыть молекулярные механизмы 
развития заболеваний и выявить потенциальные ми-
шени для лекарственной и генной терапии. 

Методы, основанные на использовании систе-
мы crISPr/cas9, могут эффективно применять-
ся для редактирования геномов культивируемых 
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стволовых клеток. В частности, применение систем 
редактирования геномов позволяет исправлять то-
чечные мутации в клетках, полученных от больных. 
Объектом исследования в данном случае могут быть 
индуцированные плюрипотентные стволовые клет-
ки и региональные стволовые клетки. При этом до-
норными молекулами могут служить как сложные 
генетические конструкции, так и одноцепочечные 
ДНК-олигонуклеотиды [98]. 

Интересным примером подобного подхода пред-
ставляется работа, в которой осуществлена коррекция 
локуса CFTR (cystic fibrosis transmembrane conductor 
regulator, муковисцидозный регулятор трансмем-
бранной проводимости) в культивируемых интести-
нальных стволовых клетках, полученных от больных 
муковисцидозом (cF – cystic fibrosis, муковисцидоз) 
[111]. Этот подход позволяет получать так называе-
мые органоиды – функциональные многоклеточные 
образования с исправленным геномом, аутологичные 
по отношению к донору клеток, которые могут быть 
введены обратно в организм больного. Безусловно, 
данное направление открывает большие перспективы 
для клеточной терапии заболеваний человека. 

В случае функциональной коррекции генетиче-
ских аномалий, связанных с делецией генов или на-
рушениями экспрессии, которые выражаются в су-
щественном снижении уровня продуктов гена (белка 
или РНК), можно использовать контролируемое вне-
сение трансгенов в геном. Существуют участки генома, 
внесение трансгенов в которые считается безопасным. 
Это такие сайты, как AAVS1, которые обеспечивают 
стабильную экспрессию введенного трансгена [118]. 
Таким образом, системы tALens и crISPr/cas могут 
эффективно применяться в функциональной геномике 
клеток, для создания клеточных моделей заболеваний 
человека и клеточной терапии.

Редактирование генома in vivo
В генетике за многие годы ее существования сфор-
мировался ряд модельных объектов, изученных 
наиболее подробно и используемых в большинстве 
фундаментальных и прикладных исследований. К мо-
дельным организмам относятся, например, дрожжи, 
нематода, дрозофила, арабидопсис, полосатый данио, 
лабораторная мышь и крыса. На этих и ряде других 
модельных организмов активно проводятся экспе-
рименты по геномной инженерии с помощью систем 
crISPr/cas9 и tALens.

Различные варианты применения crISPr/cas 
и модификации технологии редактирования гено-
ма у нематоды Caenorhabditis elegans представлены 
в целом ряде работ [119–126]. С помощью инъекции 
мРНК/белка cas9 и продуцированной in vitro/in vivo 
sgrnA в клетки зародышевой линии у взрослых жи-

вотных в следующем поколении получали стабиль-
ные целевые модификации генома, включая неболь-
шие инсерции/делеции, более крупные хромосомные 
делеции и перестройки [119], внедрение трансгена 
путем гомологичной рекомбинации с донорными мо-
лекулами [121, 123]. Такой метод активно использу-
ется для изучения процессов дозовой компенсации 
у нематоды, сравнения функций генов у родственных 
видов C. elegans и C. briggsae [122]. 

Плодовая мушка Drosophila melanogaster относит-
ся к наиболее изученным модельным объектам. Одна-
ко получение новых мутантных аллелей посредством 
гомологичной рекомбинации по-прежнему остается 
очень трудоемкой процедурой [127–129]. Инъекция 
мРНК сas9 и sgrnA в эмбрионы дрозофилы обеспе-
чивает получение двухцепочечных разрывов в це-
левых локусах генома, репарация которых приводит 
к формированию мутаций по типу инсерций/делеций 
на довольно высоком уровне (таблица). Эмбриональ-
ная инъекция позволяет получить мутации в обоих 
аллелях целевого гена и во всех клетках развиваю-
щегося впоследствии взрослого насекомого, однако 
при этом появляется определенный процент мозаи-
ков [130–132]. Эти мутации стабильно передаются 
из поколения в поколение, что обеспечивает возмож-
ность создания новых линий мух [133]. Недавно было 
разработано приложение (http://www.flyrnai.org/
crispr), с помощью которого можно наиболее эффек-
тивно планировать эксперименты по редактирова-
нию генома у дрозофилы. Таким образом, технология 
crISPr/cas9 позволяет быстро и эффективно полу-
чать мутации с целью дальнейшего изучения функ-
ционирования генов у Drosophila. 

Полосатый данио является на сегодняш-
ний день очень популярным объектом не только 
для фундаментальных исследований структурно-
функциональных взаимоотношений в геноме, 
но и для моделирования метаболических и нейро-
дегенеративных заболеваний человека in vivo [134]. 
Посредством инъекции компонентов crISPr/cas9 
в эмбрионы полосатого данио получены разнообраз-
ные целевые модификации, стабильно передающие-
ся по наследству (таблица). В 2011 году был открыт 
международный проект – the Zebrafish Mutation 
Project – по созданию мутантных аллелей в каж-
дом белоккодирующем гене полосатого данио. Все 
данные анализируются на веб-сайте http://www.
sanger.ac.uk/Projects/D_rerio/zmp. На июнь 2013 
года получены мутантные модели 46% всех белок-
кодирующих генов зебрафиш. 

Такие лабораторные животные, как мышь и кры-
са, считаются важнейшими модельными объектами 
для изучения заболеваний человека, фундамен-
тальных исследований структуры и функции генов 
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и регуляции их экспрессии, а также в фармаколо-
гии и токсикологии. Ранее линии мышей с нокаутом 
определенных генов получали с помощью гомоло-
гичной рекомбинации в эмбриональных стволовых 
клетках [1, 83], а также посредством инсерционного 
мутагенеза [135, 136]. Это очень длительные и тру-
доемкие эксперименты, а получение животных 
с двойным нокаутом представляет собой еще более 
сложную задачу. Технология редактирования гено-
ма, основанная на crISPr-cas9, – это более быстрый 
и менее трудоемкий способ, позволяющий делать эту 
работу за один этап. Направленная инъекция сайт-
специфических нуклеаз в зиготу на стадии одной 
клетки обеспечивает возникновение двухцепочеч-
ных разрывов в ДНК локуса-мишени [137–139]. Та-
кие разрывы репарируются по механизму негомоло-
гичного сшивания концов, что приводит к появлению 
мутантных крыс и мышей, несущих делеции либо 
инсерции в разрезанном сайте [140, 141]. При до-
бавлении донорной плазмиды или олигонуклеотида 
разрывы могут репарироваться с помощью высо-
коточного механизма гомологичной рекомбинации, 
что позволяет получить животных, несущих целевые 
вставки ДНК [83, 142, 143]. Редактирование генома 
с использованием crISPr/cas9 обеспечивает вне-
сение мутаций как в один ген, так и в несколько ге-
нов сразу. Так, показано, что crISPr-cas9 с высокой 
эффективностью приводит к появлению в эмбрио-
нальных стволовых клетках мыши мутаций в пяти 
генах одновременно, а введение мРНК сas9 и sgrnAs, 
направленных на гены Tet1 и Tet2, в зиготы мыши 
позволяет получить животных с биаллельными му-
тациями обоих генов с эффективностью 80% [83]. 
Аналогичные результаты получены в эксперимен-
тах на крысах, причем и мыши, и крысы стабильно 
наследовали выявляемые мутации [144, 145]. Кро-
ме того, произведена эффективная коррекция му-
тации в гене Crygc у мышей с доминантной формой 
катаракты, вызванной этой мутацией [146]. Созда-
ние модельных грызунов, несущих специфические 
мутации в нескольких локусах, делает возможным 
анализ функций генов, входящих в состав генных 
семейств с избыточными функциями, а также эпи-
статических взаимодействий генов. Данные, объеди-
няющие информацию по нокауту того или иного гена 
мыши, собраны на сайте международного проекта 
IMPc (International mouse phenotyping consortium, 
https://www.mousephenotype.org/). 

Редактирование генома с помощью tALens и си-
стемы crISPr/cas9 активно используется и у расте-
ний. Направленное редактирование геномов растений 
может применяться для решения задач как фунда-
ментальной – изучение функций генов, так и при-
кладной науки – получение растений с новыми 

свойствами, такими, как устойчивость к патогенам, 
гербицидам, изменения метаболизма, показателей 
урожайности и т.д. [147]. При этом для доставки 
генно-инженерных конструкций в основном исполь-
зуют трансформацию протопласта или in planta- 
экспрессию с Agrobacterium tumefacients (агроин-
фильтрация) [148]. Таким образом получены генные 
нокауты и точные модификации у растений араби-
допсиса, пшеницы, риса, табака [86, 88, 89, 149–153].

Редактирование геномов растений с помощью си-
стемы tALen к настоящему времени проведено на че-
тырех модельных объектах [70, 154–157]. Примером 
растения, которое приобрело новые свойства в резуль-
тате редактирования генома системой tALen, слу-
жит рис, устойчивый к патогену Xanthomonas oryzae 
pv. С помощью искусственных tALens был внесен 
двухцепочечный разрыв в сайт узнавания природ-
ного tAL-эффектора патогена в локусе гена Os11N3. 
Таким способом были получены растения, устойчивые 
к заражению X. oryzae pv [155].

АЛьтЕРНАтИВНыЕ ВАРИАНты ПРИМЕНЕНИя TALE 
И CRISPR/Cas9
Расшифровка кода узнавания белками tALe целе-
вых нуклеотидных последовательностей, а также 
разработка методов создания искусственных ДНК-
связывающих доменов, основанных на этом коде, 
позволила ученым создавать химерные белки, спо-
собные направленно воздействовать на геном. Такие 
белки состоят из ДНК-связывающего и эффектор-
ного доменов. В качестве эффекторного в основном 
используются нуклеазные домены, однако в ряде 
работ получены химерные белки, содержащие по-
мимо ДНК-связывающего домена рекомбиназные, 
гистон-метилтрансферазные, гистон-деацетилазные 
домены, а также домены, активирующие или пода-
вляющие экспрессию генов. Такие химерные белки 
обладают колоссальными перспективами примене-
ния как в прикладной, так и в фундаментальной на-
уке. Аналогичным образом модифицируют и систему 
crISPr/cas9: к каталитически неактивному белку 
cas9 присоединяют тот или иной эффекторный до-
мен, например, активатор или репрессор транскрип-
ции, флуоресцентный белок GFP и т.д.

Регуляция экспрессии генов с помощью систем 
TALE и CRISPR/Cas9
Для направленной активации экспрессии генов 
используются конструкции, содержащие ДНК-
связывающий домен tALe и синтетический домен 
VP64 [158] – tALe-tF. Попадая в ядро, химерный 
белок связывается с целевой нуклеотидной последо-
вательностью, домен VP64 привлекает эндогенные 
активаторы экспрессии генов [159]. При этом стати-
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стически значимо увеличивается экспрессия целе-
вого гена, что обычно подтверждают с помощью ПЦР 
в реальном времени. Возможна также активация не-
кодирующих генов, например генов микроРНК [160]. 
Подавление экспрессии целевого гена может дости-
гаться при использовании химерных белков, содер-
жащих домены KrAB [161] или SrDX [162]. 

Возможным терапевтическим применением tALe-
tF является направленная регуляция экспрессии 
генов, ассоциированных с заболеваниями челове-
ка. Для проверки этого подхода данную стратегию 
применили для повышения уровня экспрессии гена 
FXN, кодирующего белок фратаксин. Экспансия три-
нуклеотидных повторов GAA в этом гене приводит 
к развитию атаксии Фридрейха, при этом структура 
белка не меняется, однако снижается его экспрессия. 
Показано, что с помощью tALe-tF можно повысить 
экспрессию гена FXN в фибробластах человека, не-
смотря на увеличенное число тринуклеотидных по-
второв [163].

Активация экспрессии эндогенных генов позволя-
ет избежать использования эктопической сверхэк-
спрессии факторов репрограммирования Oct4, Sox2, 
Klf4 и c-Myc (OSKM) при получении индуцирован-
ных плюрипотентных стволовых клеток. В резуль-
тате можно получить индуцированные плюрипотент-
ные стволовые клетки, не содержащие трансгенов, 
и соответственно снизить риск инсерционного мута-
генеза, который возникает при использовании лен-
тивирусных векторов, экспрессирующих OSKM. Так, 
репрограммирование эмбриональных фибробластов 
мыши к плюрипотентному состоянию было достиг-
нуто с помощью направленной активации экспрессии 
генов Oct4 и Nanog под действием tALe-tF, содер-
жащих домен VP64 [164]. 

Совсем недавно были созданы факторы транс-
крипции для направленной регуляции экспрессии 
генов, в ответ на внешний химический стимул. Та-
кие факторы состоят из ДНК-связывающего домена 
tALe и лигандсвязывающего домена рецептора сте-
роидных гормонов. При попадании в клетку лиганда 
(экдизона) происходит димеризация лигандсвязыва-
ющего домена и соответственно активация экспрес-
сии целевого гена [165].

Сочетанием двух крайне перспективных направ-
лений современной биотехнологии – оптогенетики 
и геномной инженерии – стала разработанная недав-
но система индуцируемых светом эффекторов транс-
крипции (light-inducible transcriptional effectors, 
LItes). Эта система состоит из двух частей. Первая 
представляет собой ДНК-связывающий домен tALe, 
соединенный со светочувствительным доменом – 
криптохромом 2 (crY2), выделенным из Arabidopsis 
thaliana. Вторая – активатор транскрипции VP64, 

соединенный с cIB1, который способен взаимодей-
ствовать с crY2. Под действием синего света crY2 
изменяет конформацию и связывается с cIB1, та-
ким образом привлекая VP64 к целевому сайту [166]. 
В работе Конерманн и соавт. [166], разработавших си-
стему LIte, показано статистически значимое уве-
личение экспрессии ряда генов как в нейронах мыши 
in vitro, так и в головном мозге in vivo. Ими также 
предложена система, в которой домен VP64 заменен 
метилтрансферазой или деацетилазой, способными 
модифицировать гистоны.

Интересным применением направленной регуля-
ции транскрипции с помощью tALe-tF является 
создание генетических логических контуров внутри 
клетки, основанных на взаимодействии несколь-
ких tALe-tF с промоторами друг друга и репор-
терным геном, и промоторов факторов, регулирую-
щих экспрессию. С помощью этого подхода внутри 
клеток созданы логические контуры НЕ-ИЛИ [167] 
и И [168].

Каталитически неактивная dcas9 или dcas9, 
к которой присоединены факторы, регулирующие 
экспрессию генов, также позволяет активировать 
или репрессировать транскрипцию в клетках че-
ловека, бактерий и дрожжей [112–116]. С этой це-
лью можно использовать омега-субъединицу РНК-
полимеразы E. coli [113], тандемные копии вирусного 
белка VP64, KrAB-домен [112, 115]. Так, удалось обе-
спечить высокоспецифичный сайленсинг генов CD71 
и CXCR4 (на уровне 60–80%), а также эффективный 
нокдаун локуса TEF1 у дрожжей [112]. Более того, 
получена мультиплексная активация/репрессия 
промоторов нескольких генов, причем тип регуляции 
(положительная или отрицательная) определяется 
положением мишени в промоторе гена [114, 115]. Та-
ким образом, система crISPr/cas9 может исполь-
зоваться как модульная платформа, связывающая-
ся с заданной нуклеотидной последовательностью 
и привлекающая к ней белковые факторы, тем самым 
открывая возможности использования этой системы 
как основного метода точной регуляции экспрессии 
генов в клетках эукариот. 

Визуализация внутренних локусов генома 
с помощью систем TALE и CRISPR/Cas9
Известно, что организация и динамика хроматина 
играют определяющую роль в регуляции функцио-
нирования генома. Однако чрезвычайно трудно по-
лучить визуальное изображение функциональных 
локусов генома в живых клетках. Использование 
систем tALe и crISPr/cas9 открывает новые воз-
можности в решении этой проблемы. 

С помощью конструкций, содержащих ДНК-
связывающий домен tALe и флуоресцентный бе-
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лок, удалось визуализировать целевые ДНК в ди-
намике [169–171]. Этот подход позволяет изучать 
пространственно-временную организацию повто-
ренных элементов генома, в том числе центромерных 
и теломерных повторов. 

С помощью эндонуклеазодефицитного белка cas9, 
меченного eGFP, и структурно оптимизированных 
sgrnA разработан метод визуализации повторяю-
щихся элементов в теломерах и кодирующих генов 
в живых клетках [117]. На опухолевых клеточных 
линиях rPe, HeLa и uMuc3 удалось визуализиро-
вать повторяющиеся и неповторяющиеся элементы 
в генах MUC4 и MUC1, ответственных за выработку 
различных форм муцина, одного из компонентов за-
щитной слизи в различных эпителиальных тканях 
и важного при малигнизации [117]. Таким образом, 
появляется возможность проводить мониторинг ко-
личества копий генов в живой клетке. С использова-
нием этого метода наблюдали динамику процессов 
элонгации и разрушения теломер, субъядерную ло-
кализацию локусов MUC4, когезию реплицирован-
ных локусов MUC4 на сестринских хроматидах и их 
изменяющееся поведение в течение митоза [117]. Та-
кая стратегия обладает значительным потенциалом 
для изучения конформации и динамики нативных 
хромосом в живых клетках человека.

Химерные рекомбиназы и транспозазы 
как альтернатива TALEN
Рекомбиназы и транспозазы представляют собой 
альтернативу tALen при редактировании генома. 
К их преимуществам относится отсутствие зави-
симости от внутриклеточных механизмов репара-
ции. Эти ферменты также производят разрезание 
и лигирование в целевых сайтах, и соответственно 
при этом не происходит накопления двухцепочечных 
разрывов, которые могут привести к гибели клеток. 
Вдобавок рекомбиназы и транспозазы встраивают 
донорную ДНК в геном, что упрощает детекцию их 
активности. Недостатком этих химерных ферментов 
является достаточно высокий уровень нецелевых 
эффектов [172]. В качестве эффекторного домена ис-
пользуют каталитический домен рекомбиназы Gin 
[173, 174] или транспозазы piggyBac [175]. Активность 
tALe-рекомбиназ показана с помощью репортерного 
гена, промотор которого специфически вырезался ре-
комбиназой Gin. Возможность редактирования гено-
ма с использованием транспозазы показана на при-
мере локуса CCR5.

зАКЛючЕНИЕ
Разработка систем tALen и crISPr/cas9 являет-
ся важной ступенью в развитии современной геном-
ной инженерии. Появление этих систем, благодаря 

их дешевизне и простоте конструирования, стало 
мощным толчком для развития как фундаменталь-
ной, так и прикладной науки. Перспективы при-
менения этих систем в самых различных областях, 
начиная с пищевой промышленности и заканчивая 
персонализированной медициной, действительно не-
вероятны. Однако до сих пор остаются открытыми 
некоторые вопросы, связанные со специфичностью 
и безопасностью их использования (из-за возможных 
нецелевых эффектов), способами доставки при тера-
певтическом применении, а также нет ответа на во-
прос: какая из этих систем сочетает в себе наиболь-
шую эффективность и безопасность?

Использование системы crISPr/cas9 имеет ряд 
преимуществ перед методами, основанными на ZFn 
и tALen: ее значительно проще создать, она об-
ладает более высокой эффективностью и подходит 
для высокопроизводительного и мультиплексного 
редактирования генома в самых разных клеточных 
линиях и живых организмах. Для переориентации 
на новую мишень нужно только поменять 20-нуклео-
тидную направляющую последовательность sgrnA. 
Причем cas9 вносит разрыв строго между 17-м 
и 18-м нуклеотидами в целевой последовательности 
(считая от 5'-конца спейсера), т.е. на расстоянии трех 
нуклеотидов от РАМ. А одновременное редактирова-
ние нескольких генов значительно упрощается вве-
дением комбинации sgrnA. Использование никазы 
и модификация конструкции sgrnA для более точ-
ного узнавания мишени в геноме позволяет избежать 
нежелательных нецелевых эффектов. 

Система tALen более трудоемкая, она требует 
больше времени на конструирование, чем crISPr/
cas9. Однако сейчас существуют методы автомати-
зированного создания конструкций, экспрессирую-
щих tALen, что позволяет получать их эффектив-
но в коммерческом масштабе. При этом тот факт, 
что tALen вносят разрывы только при димеризации 
домена FokI, т.е. парами, увеличивает специфичность 
и снижает риск нецелевых эффектов. 

На сегодняшний день не существует однозначного 
ответа на вопрос, какую из систем использовать. Не-
обходимо детальное сравнение обеих систем, каждая 
из которых обладает своими особенностями. Не ис-
ключено, что универсальный ответ на этот вопрос 
так и не будет найден, и для каждого конкретного 
случая нужно будет пробовать различные варианты 
и выбирать из них наиболее соответствующие по-
ставленным целям. 

Работа поддержана междисциплинарным 
интеграционным проектом СО РАН № 55,  

РФФИ (грант № 12-04-00208-а).
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