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The CRISPR/Cas9 system was initially described as 
an element of archeal and bacterial immunity, but 
gained much attention recently for its outstanding 
ability to be programmed to target any genomic 
loci through a short 20-nucleotide sgRNA region. 
Here we review some modern applications of the 
CRISPR/Cas9 system. First, we describe the basic 
mechanism of the CRISPR/Cas9 DNA recognition 
and binding, focusing in particular on its off-target 
activity. The CRISPR/Cas9 off-target activity refers to 
a non-specific recognition of genomic sites that have 
partial homology with sgRNA, occasionally resulting 
in unwanted mutations throughout the genome. We 
also note some recent improvements for enhancing 
Cas9 specificity or adding new functions to the 
system. Since Cas9-related hype is mostly driven by its 
remarkable potential for gene therapy and genome 
engineering, the latest CRISPR/Cas9 applications 
in these areas are also covered in our review. For 
instance, the CRISPR/Cas9 was recently used to control 
HIV infection and to repair genetic abnormalities, 
such as Duchenne muscular dystrophy or retinitis 
pigmentosa, both in cell cultures and rodent models. 
A programmable nature of CRISPR/Cas9 facilitates 
the creation of transgenic organisms through site-
specific gene mutations, knock-ins or large chromo-
somal rearrangements (deletions, inversions and 
duplications). CRISPR/Cas9 proved to be especially 
useful in pronuclear microinjections of farm animals 
as well, having strong impact on biotechnology. 
In addition, we review Cas9-augmented genetic 
screens that allow an unbiased search for new genes 
and pathways involved in a plethora of biological 
aspects, owing to Cas9 efficiency and versatility. 
Finally, we argue that gene drivers based on CRISPR/
Cas9 represent a powerful tool to modify ecosystems 
in the nearest future. 
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Система CRISPR/Cas9 была изначально описана как механизм 
адаптивного иммунитета архей и бактерий, однако после ряда 
модификаций она нашла активное применение в генной инжене-
рии, благодаря способности вносить направленный ДНК-разрыв 
с помощью короткого программируемого 20-нуклеотидного 
района в направляющей молекуле РНК (single guide RNA, sgРНК). 
Обзор посвящен современным приложениям системы CRISPR/ Cas9 
в генной инженерии. В первой его части описан основной меха-
низм действия CRISPR/Cas9, особо уделено внимание причинам 
неспе цифической активности Cas9 (off-targets). Она выражается 
в свя зывании комплексом Cas9-sgРНК нецелевых геномных участ-
ков, имеющих лишь частичную гомологию с sgРНК, что может 
приводить к нежелательным мутациям в геноме. В обзоре обсуж-
дают ся недавние улучшения специфичности связывания Cas9 
и под хо дов по расширению функций CRISPR/Cas9 для трансгенеза. 
Популярность системы CRISPR/Cas9 в основном обусловлена 
ее выдающимся потенциалом для генной терапии и геномной 
инженерии, и последние достижения в этих областях представ-
лены в нашем обзоре. В частности, CRISPR/Cas9 была недавно 
использована для контроля заражения клеток ВИЧ (вирусом 
иммунодефицита человека) и исправления генетических нару-
шений, таких как мышечная дистрофия Дюшен на и пигментный 
ретинит, на культурах клеток и животных моде лях. Программиру-
емость CRISPR/Cas9 облегчает создание транс генных организмов 
с направленными генными мутациями, встройками генов и круп-
ными хромосомными перестройками. Система CRISPR/Cas9 
оказалась особенно востребованной для пронуклеарной микро-
инъекции при получении трансгенных сельскохозяй ственных 
животных в биотехнологии. Один из раз делов обзора посвящен 
генетическим скринингам на основе CRISPR/Cas9, которые приво-
дят к высокоэффективной идентифи ка ции новых генов и генных 
сетей во многих биологических про цессах. Наконец, в обзоре 
рассматривается технология генных драйверов, основанная 
на СRISPR/Cas9, которая представляет собой мощный инструмент 
для модификации экосистем в обо зримом будущем. 
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клеточная терапия; мутагенная цепная реакция.
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По усредненным оценкам, в мире обнаружено более 
миллиона видов эукариотических организмов, при 
этом миллионы эукариот и бактерий все еще остают­

ся неописанными (Mora et al., 2011; Costello et al., 2013). 
Так как геном каждого вида в чем-то уникален, их изуче-
ние принесет неисчислимое количество неожиданных 
открытий. Однако даже исследование генов небольшого 
числа организмов, с которыми работают в лабораториях, 
представляет проблему. Для того чтобы понять функции 
отдельных элементов генома и то, как формируются кон­
кретные признаки организмов, необходима разработка 
универсального инструментария для направленного ре­
дактирования генома: адресной «поломки» или «замены» 
генов. Для человечества контроль над редактированием 
генома будет означать избавление от наследственных 
генетических заболеваний, возможность модификации 
окружающих нас биоценозов, а также производство новых 
материалов и лекарств силами биотехнологии. Поэтому 
генетические инструменты для редактирования генома 
стали одним из самых востребованных открытий послед­
них лет. На сегодняшний момент наибольшее распростра­
нение получили три метода: цинковопальцевые нуклеазы 
(ZFN), TALE-ассоциированные нуклеазы (Transcription 
Activator-like Effector Nucleases, TALEN) и CRISPR/Cas9 
(Wijśhake et al., 2014). Несмотря на то что они сопоста­
вимы по многим параметрам, определяющим эффектив­
ность, один из методов, CRISPR/Cas9, благодаря своей 
простоте оставил конкурентов далеко позади. Всего за три 
года система CRISPR/Cas9 стремительно перешла рубеж, 
который отделяет «многообещающую и перспективную 
технологию» от инструмента, принятого на вооружение 
в тысячах лабораторий по всему миру. В 2016 г. каждую 
неделю публикуется более 30 работ, в которых упоми­
нается система CRISPR/Cas9. Не пытаясь охватить всю 
область применения CRISPR/Cas9, в этом обзоре мы об­
ратили свое внимание на самые актуальные направления, 
которые будут иметь значительное влияние на медицину 
и биотехнологию. Более подробную информацию можно 
найти в специализированных обзорах и компиляциях, 
указанных в начале каждого из разделов. 

Система геномного редактирования  
CRISPR/Cas9
CRISPR/Cas – это система адаптивного приобретенного 
иммунитета бактерий и архей, направленная на уничто­
жение проникшей в клетку чужеродной ДНК, например, 
фагов или плазмид (Barrangou et al., 2007). В русском 
языке пока не достигнут консенсус о переводе названия 
CRISPR/Cas (clustered, regularly interspaced, short palin­
dromic repeats (CRISPR)–CRISPR-associated system (Cas)). 
Название можно представить как «сгруппированные 
короткие палиндромные повторы, разделенные промежут­
ками, и ассоциированная с ними система». Бактериальный 
CRISPR-локус содержит уникальные фрагменты чуже­
родной ДНК (промежутки или спейсеры в англоязычной 
литературе), сохраненные организмом после инфекции 
вирусами или плазмидами, а также полученные извне. 
В случае повторного вторжения с CRISPR-локуса транс­
крибируется протяженная молекула РНК, которая фраг­
ментируется комплексом белков CRISPR/Cas-системы 

и вспомогательных РНК. Наработанные РНК-молекулы 
при участии белков CRISPR/Cas-системы связывают и раз­
резают комплементарные участки чужеродной геномной 
ДНК (протоспейсеры). Важно, что связывание и деграда­
ция ДНК протоспейсера происходят только в присутствии 
специфического нуклеотидного сегмента (protospacer 
adjacent motif, PAM), который может иметь у разных видов 
бактерий разные последовательность и размер (Makarova 
et al., 2015). Наличие PAM-участка служит своеобразным 
опознавательным сигналом чужеродной ДНК и позволяет 
избегать разрезания собственных спейсерных районов 
CRISPR-локуса. CRISPR/Cas-системы подразделяются по 
происхождению и механизму действия на пять основных 
типов (см. обзор (Makarova et al., 2015)). 

Нуклеаза SpCas9 (Streptococcus pyogenes), которая на 
сегодняшний день применяется в генной инженерии чаще 
всего, является центральной темой нашего обзора. SpCas9 
принадлежит ко второму типу CRISPR/Cas-систем. В от­
личие от нуклеаз других CRISPR-семейств, SpCas9 (далее 
Cas9) не требует дополнительных белков-кофакторов для 
связывания и разрезания ДНК. В естественных услови­
ях для активации Cas9-нуклеазы необходимы две РНК: 
CRISPR-ассоциированная РНК (crRNA), происходящая 
из геномного локуса, хранящего фрагменты вирусных 
последовательностей; а также транс-активирующая РНК 
(tracrRNA), лицензирующая активность комплекса Cas9-
РНК (подробное описание механизма см. в обзоре (Wright 
et al., 2016)). Однако для целей генной инженерии две РНК 
объединены в составе одной химерной молекулы sgРНК 
(single guide RNA). Молекула sgРНК включает участок 
длиной 19–20 нуклеотидов, который должен быть ком­
плементарен целевому участку генома, и функциональные 
элементы tracrRNA и crRNA, полная длина sgRNA со­
ставляет от 100 до 250 п. н. Для связи Cas9 с ДНК также 
необходим участок из трех нуклеотидов вида NGG (PAM), 
непосредственно прилежащий c 3ʹ-конца к целевому сайту 
связывания sgРНК в геноме. После связывания с компле­
ментарным sgРНК участком ДНК Cas9 разрезает обе нити 
ДНК на расстоянии в три нуклеотида от PAM, формируя 
двухцепочечный разрыв ДНК с тупыми концами. Си­
стема CRISPR/Cas9 легко подвергается модификациям: 
от изменений вторичной структуры sgРНК до мутаций 
специфических аминокислот в Cas9 или присоединения 
функциональных доменов других белков (рис. 1).

Механизм действия системы CRISPR/Cas9
Сайт-специфичные нуклеазы разного происхождения, 
такие как I-SceI, ZFN, TALEN или CRISPR/Cas9, исполь­
зуются биологами с определенной целью: для внесения 
одноцепочечных или двухцепочечных разрывов ДНК 
в интересующие участки генома. Несмотря на схожее 
назначение, сайт-специфичные нуклеазы по-разному 
взаимодействуют с ДНК. К примеру, мегануклеаза I-SceI 
связывает и разрезает уникальный мотив из 18 п. н., остав­
ляя выступающие 3ʹ-концы длиной в четыре нуклеотида. 
Цинковопальцевые и TALE-ассоциированные нуклеазы 
распознают целевой участок генома посредством мо­
дульных ДНК-связывающих доменов, а разрыв в геном 
вносится при помощи димеризующихся FokI-доменов. 
Нуклеаза CRISPR/Cas9 имеет специфический механизм 
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действия, и его расшифровка в 2014 г. значительно под­
толкнула развитие всей генной инженерии. 

Несмотря на то что первое описание CRISPR-локуса 
было сделано еще в 1980-х гг., а с 2011 г. велись экспе­
рименты по направленному внесению двухцепочечных 
разрывов в ДНК-последовательность с помощью Cas-
нуклеаз, понимание механизма действия эндонуклеазы 
SpCas9 появилось только после серии работ с участием 
одного из первооткрывателей и активных исследователей 
SpCas9 М. Жинека в 2014 г. (Anders et al., 2014; Jinek et al., 
2014; Sternberg et al., 2014) (детали см. в обзоре (Wright 
et al., 2016)).

В статье S.H. Sternberg с коллегами (2014) описан про­
цесс поиска специфичного сайта ДНК нуклеазой SpCas9, 
связанной с sgРНК. Проведя сложные биохимические экс­
перименты, такие как визуализация SpCas9 на растянутых 
фиксированных ДНК-нитях фага лямбда и in vitro связыва­
ние SpCas9 с ДНК, содержащей разное число PAM-сайтов, 
они выяснили динамику связывания нуклеазы и ДНК. 
Оказалось, что SpCas9 в комплексе с sgРНК производит 
поиск комплементарных сайтов ДНК за счет случайных 
трехмерных столкновений с ДНК хромосом. Присутствие 
PAM стабилизирует комплекс SpCas9-ДНК и инициирует 
расплетание ДНК-дуплекса. По данным CHIP-seq анализа, 
проведенного на белке с инактивированной нуклеазной 

активностью (nuclease-deficient Cas9, dCas9), комплекс 
dCas9-sgРНК слабо связывается с большим количеством 
геномных сайтов, содержащих PAM и 5–8 нуклеотидов 
комплементарности с sgРНК, расположенных рядом 
с PAM (более 100 участков для некоторых sgРНК), однако 
разрезания неспецифических участков почти не происхо­
дит без стабилизации комплекса (Kuscu et al., 2014; Wu et 
al., 2014). Комплекс же SpCas9-ДНК в присутствии полно­
стью комплементарной sgРНК очень стабилен, поэтому 
для его удаления с места разрыва необходимо действие 
других белков клетки. В работе C. Anders с коллегами 
(2014) анализ кристаллической структуры белка SpCas9 
в комплексе с sgРНК и ДНК показал роль PAM-участка 
для стабилизации РНК-ДНК дуплекса. PAM-участок 
жестко связывается с некоторыми белковыми доменами 
SpCas9 (PAM-взаимодействующие домены) (Nishimasu 
et al., 2014) и образует небольшое выпячивание молеку­
лы ДНК, облегчая доступ к первому нуклеотиду сайта 
узнавания sgРНК. Два гуанина в составе PAM образуют 
водородные связи с аминокислотами Arg 1333 и Arg 1335 
С-концевого участка SpCas9. Мутации двух этих ами­
нокислот значительно снижают эффективность SpCas9 
в разрезании ДНК. Взаимодействие двух гуанинов PAM 
с SpCas9 помогает точнее сориентировать первый, не­
специфический нуклеотид PAM-участка. Он образует 

Fig. 1. Structure of the Cas9-sgRNA complex on DNA. 
Numerals show Cas9 protein domain sizes and locations in amino acids. A list of modifications currently available for Cas9 protein is 
presented, with references to corresponding papers.

X

X

Modifications of sgRNA

1. Insertion of the MS2, PP7, or com RNA motifs  
into 3’-terminal sgRNA region for protein 
recruitment (Zalatan et al., 2014). 

2. Chemical modification of sgRNA to increase its 
stability (Hendel et al., 2015).

3. Addition of a long non-coding RNA at the 3’-end 
of sgRNA (Shechner et al., 2015).

Addition of protein domains  
at the C-terminus  
of Cas9 or dCas9

1. dCas9-FokI: FokI nuclease variant capable of 
dimerization (Mali et al., 2013; Ran et al., 2013).

2. dCas9-p300: domain of the human histone 
acetyltransferase for acetylation of H3K27 sites 
(Hilton et al., 2015).

3. Cas9-DBD: modular DNA binding domain 
(Bolukbasi et al., 2016).

4. dCas9 with transcriptional activators or 
repressors: VP64, VP160, p65, Rta, KRAB etc 
(reviewed in (Shalem et al., 2015)).

5. dCas9-GFP: dCas9 protein merged with GFP 
(Chen et al., 2013).

6. dCas9-SunTag: peptide epitopes for antibody-
based assays (Tanenbaum et al., 2014).  

Mutagenesis of SpCas9

1. Cas9-HF1: mutations in the REC1 and RuvC domains (N497A, 
R661A, Q695A, Q926A) (Kleinstiver et al., 2016).

2. eCas9: mutations in the HNH and RuvC domains (K848A, K1003A, 
R1060A) (Slaymaker et al., 2015).

3. dCas9: inactivating mutations in the RuvC and HNH nuclease 
domains (D10A, H840A) (Jinek et al., 2012).

4. Split-Cas9: separate expression of two Cas9 subunits  
(56-714 + 729-1368) (Wright et al., 2015).
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водородные связи с группой аминокислот, которые назы­
ваются «фосфатным замком», и выворачивается из ДНК 
дуплекса, что приводит к инициации спаривания цепей 
sgРНК и комплементарной ей одноцепочечной нити ДНК. 
Интересно, что даже при отсутствии комплементарной по­
следовательности в sgРНК PAM-белковые взаимодействия 
способны создать локальное расплетание ДНК-дуплекса 
на один нуклеотид. Процесс поиска и разрезания ДНК-
участков для белка SpCas9 оказался следующим: (1) фор­
мирование комплекса SpCas9 с sgРНК. При связывании 
белка Cas9 с молекулой sgРНК происходит поворот двух 
субъединиц Cas9 (альфа-петлевой (56–714 а. к.) и нукле­
азной (1–57 + 718–1 368 а. к.)) относительно друг друга на 
100° (Jinek et al., 2014). Изменение конформации откры­
вает участки связывания ДНК в центре молекулы Cas9. 
Две субъединицы – ДНК-связывающая и нуклеазная – 
взаимодействуют только посредством sgРНК, которая, 
таким образом, играет ключевую роль в активации Cas9. 
Это подтверждается и тем, что раздельная экспрессия 
двух белковых субъединиц Cas9 (split-Cas9) приводит 
к сборке функциональной нуклеазы, так как кооперация 
фрагментов осуществляется через sgРНК (Wright et al., 
2015). После активации Cas9 происходят (2) случайные 
столкновения комплекса с хромосомной ДНК, затем 
(3) слабые взаимодействия белка SpCas9 с PAM-участками 
(NGG), разбросанными по геному, (4) водородные связи 
PAM с С-концевым PAM-взаимодействующим доменом 
SpCas9 инициируют расплетание ДНК-дуплекса перед 
PAM на один нуклеотид, но только (5) наличие компле­
ментарной sgРНК стимулирует расплетание целевого 
ДНК-дуплекса. Наконец, (6) одноцепочечные молекулы 
ДНК разрезаются двумя нуклеазными доменами SpCas9 
(RuvC, HNH).

Информация о кристаллической структуре SpCas9 
служит для «приручения» нуклеазы в целях генной 
терапии и создания белков с повышенной специфично­
стью. Недавно были описаны результаты масштабного 
мутирования ДНК и sgРНК-связывающих доменов Cas9, 
что позволяет снизить избыточную термодинамическую 
стабильность комплекса Cas9-ДНК, допускающую мис­
матчи в sgРНК-участке. Двумя независимыми группами 
ученых были получены мутанты Cas9: High Fidelity Cas9 
(Kleinstiver et al., 2016) и Enhanced Cas9 (Slaymaker et 
al., 2015). В работе B.P. Kleinstiver с коллегами заменя­
лись аминокислоты, взаимодействующие с ДНК-sgРНК 
дуплексом (N497A, R661A, Q695A, Q926A). Во втором 
исследовании мутировались аминокислоты, связывающие 
одноцепочечную ДНК (K848A, K1003A, R1060A) (см. схе­
му в краткой заметке (Nelson, Gersbach, 2016)). Таким об­
разом, комплекс мутантного «ослабленного» белка Cas9 
на ДНК стабилизируется только в присутствии идеально 
комплементарной sgРНК. Это почти не сказывается на 
эффективности разрезания sgРНК, но значительно сни­
жает число неспецифических сайтов разрезания в геноме 
(off-targets) (неспецифической активности Cas9 посвящен 
следующий раздел обзора). Ожидается, что улучшение 
специфичности SpCas9 ускорит работу в области клеточ­
ной терапии человека, так как высокая точность нуклеаз 
снимает необходимость тщательного скрининга off-target 
мутаций в геноме. 

Более сложной альтернативой описанному подходу 
выглядит присоединение к Cas9 белков, повышающих 
специфичность связывания с ДНК на основе модульных 
доменов цинковопальцевых нуклеаз (Bolukbasi et al., 
2016). Авторы решили создать химерный белок Cas9, со­
единенный на С-конце с четырьмя ДНК-связывающими 
доменами, узнающими участок из 12 нуклеотидов 
на расстоянии примерно 7–15 нуклеотидов от PAM 
(в 3ʹ-направлении). В структуру Cas9 были внесены му­
тации, нарушающие связывание нуклеазы с PAM и ДНК, 
которые делают Cas9 зависимым от ДНК-связывающего 
домена. Система на основе Cas9 и ДНК-связывающих 
доменов не очень удобна для обычных приложений, так 
как репрограммирование ДНК-связывающих доменов 
занимает время и ограничивает число доступных геном­
ных сайтов. Этот метод можно использовать для генной 
терапии клеток человека, когда сайты-мишени в геноме 
хорошо охарактеризованы и ДНК-связывающие домены 
протестированы заранее. 

К настоящему моменту внимание научного сообще­
ства направлено на адаптацию белка SpCas9 для раз­
личных задач, тем не менее, применение ортологичных 
Cas9 белков из различных видов бактерий и архей 
может оказаться полезным в будущем. Сейчас ведутся 
поиски среди сотен CRISPR-ассоциированных нуклеаз 
из других видов бактерий и архей. Основные требо­
вания к ортологам Cas9 включают, помимо высокой 
эндонуклеазной активности, небольшой размер для 
облегчения упаковки в вирусы и узнавание различных 
PAM-участков для расширения возможностей дизайна 
sgРНК. К примеру, нуклеаза SaCas9 из Staphylococcus 
aureus узнает PAM вида 5ʹ-NNGRRT-3ʹ, ее кодирующая 
последовательность короче гена SpCas9 на 1000 п. н. 
Меньший размер позволяет использовать для ее доставки 
аденоассоциированные вирусы (AAV). Кристаллическая 
структура белка SaCas9 похожа на SpCas9, за исключени­
ем доменов, взаимодействующих с PAM-проксимальным 
участком и структурными элементами sgРНК (Nishimasu 
et al., 2015). Нуклеаза NmCas9 (Neisseria meningitidis) 
свя зывает PAM вида 5ʹ-NNNNGATT-3ʹ, что позволяет 
выбирать геномные сайты, недоступные другим нукле­
азам (Hou et al., 2013). Стоит отметить, что CRISPR-
ассоциированные нуклеазы из других семейств также 
имеют большой потенциал для генной терапии. Так, 
нуклеаза Cpf1 из бактерии Francisella novicida (пятый 
тип CRISPR-систем) имеет размер в 1,3 тыс. аминокис­
лот (SpCas9 – примерно 1,6 тыс.) и направляется к месту 
разрыва коротким аналогом sgРНК (44 п. н.) (Zetsche 
et al., 2015a). Было показано, что Cpf1 эффективно 
модифицирует ДНК в клетках человека (Zetsche et al., 
2015a). Cpf1 распознает PAM вида TTN, при этом сайт 
прилегает к 5ʹ-концу направляющей РНК, в отличие от 
SpCas9. Двухцепочечный разрыв ДНК вносится на рас­
стоянии примерно 20 п. н. от PAM, формируя короткие 
5ʹ-одноцепочечные участки. Тот факт, что разрыв в ДНК 
возникает на удалении от PAM, позволяет проводить 
генную модификацию одного геномного сайта несколько 
раз, так как мутагенез не разрушает участок связывания 
sgРНК с ДНК, как происходит в случае с SpCas9. 
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Специфичность Cas9 и нецелевая активность
Одна из горячих тем в области использования CRISPR/
Cas9 – ее неспецифическая активность в нецелевых участ­
ках генома (off-target сайты). Было показано, что помимо 
высокой сайт-специфичной активности, которая опреде­
ляется наличием в целевом сайте PAM-участка и 20 нук-
леотидов, комплементарных sgРНК, комплекс Cas9-
sgРНК может вносить разрыв в ДНК при наличии PAM 
и неполной гомологии с sgРНК вплоть до трех–пяти не- 
совпадающих нуклеотидов (Cong et al., 2013; Fu et al., 2013;  
Hsu et al., 2013; Mali et al., 2013; Pattanayak et al., 2013).

В большинстве случаев off-target активность CRISPR/
Cas9 представляет собой нежелательный побочный эф­
фект, от которого пытаются избавиться. Для этого было 
предложено несколько стратегий. Так, было показано, что 
простое уменьшение количества активных молекул Cas9 
в клетке позволяет снизить off-target активность. Однако 
в итоге также падает и целевая активность системы (Hsu et 
al., 2013; Davis et al., 2015; Zetsche et al., 2015b). Поскольку 
мутация в off-target сайте происходит за счет репарации 
двухцепочечного разрыва ДНК, одна из стратегий предпо­
лагает использовать мутантные варианты Cas9, вносящие 
одноцепочечный разрыв (ник). При этом редактирование 
целевого локуса и внесение двухцепочечного разрыва 
в ДНК осуществляются за счет применения пары sgРНК 
и никирующей Cas9, создающих два близлежащих ника 
на обеих цепях в целевом участке генома (Mali et al., 
2013; Ran et al., 2013). Так как off-target сайты обычно 
разделены в геноме большими расстояниями, вероятность 
внесения близлежащих ников где-либо, кроме целевого 
сайта, оказывается ничтожной. Одиночные же ники репа­
рируются клетками по механизму высокоточной эксцизи­
онной репарации оснований (Dianov et al., 2013). Похожая 
стратегия уменьшения off-target активности CRISPR/Cas9 
была предложена при использовании каталитически не­
активного белка dCas9, сшитого с нуклеазным доменом 
FokI. В этом случае также за счет использования двух 
sgРНК в целевом сайте происходят сближение молекул 
dCas9-FokI и внесение двухцепочечного разрыва в ДНК 
в результате димеризации FokI-доменов (Guilinger et al., 
2014; Tsai et al., 2014). Однако необходимость дизайна 
двух sgРНК для модификации одного локуса уменьшает 
число доступных для редактирования локусов и услож­
няет методику в целом.

Ранее в обзоре обсуждалось, что стабильность ком­
плекса Cas9-sgРНК на геномной ДНК коррелирует с off-
target активностью. Избыточная энергия взаимодействия 
белка Cas9 с PAM целевого сайта может стабилизировать 
весь комплекс Cas9-sgРНК-ДНК при связывании его 
с off-target сайтом даже при множестве неправильно 
спаренных оснований. Существует несколько указаний 
на важность стабильности комплекса для эффективного 
внесения разрыва в ДНК. Было показано, что разрезание 
ДНК ферментом Cas9 происходит после разделения цепей 
целевого сайта (Anders et al., 2014; Nishimasu et al., 2014). 
Причем наличие неправильно спаренных оснований 
между sgРНК и целевым ДНК-сайтом в области 1–12 
нуклеотидов относительно PAM ингибирует нуклеазную 
активность Cas9. Но нуклеазная активность восстанавли­
вается, если целевая двухцепочечная последовательность 

ДНК при этом сама будет содержать ошибочно спаренные 
ДНК нуклеотиды (Semenova et al., 2011; Wiedenheft et 
al., 2011; Sternberg et al., 2014). Наличие в целевом сайте 
ДНК вставок или делеций нуклеотидов также частично 
игнорируется при связывании c sgРНК (Lin et al., 2014). 
Современные алгоритмы дизайна sgРНК учитывают воз­
можные мисматчи и инделы при анализе целевого сайта 
для повышения специфичности разрезания Cas9 (Doench 
et al., 2016).

В некоторых работах было показано, что модификации 
sgРНК также позволяют уменьшить off-target активность 
системы CRISPR/Cas9 (рис. 2). Так, добавление двух 
дополнительных гуаниновых нуклеотидов на 5ʹ-конце 
молекулы sgРНК приводило к уменьшению off-target 
активности без уменьшения целевой активности для 
большей части протестированных sgРНК. Этот эффект, 
по-видимому, достигался за счет изменения стабильности 
связывания sgРНК или ее вторичной структуры (Cho et 
al., 2014). Укорочение sgРНК на три нуклеотида также 
сильно снижает off-target активность из-за уменьшения 
энергии связывания комплекса Cas9-sgРНК с ДНК (Fu et 
al., 2014; Wyvekens et al., 2015). 

Для того чтобы улучшить алгоритмы по дизайну sgРНК, 
была предпринята попытка статистического анализа 
связи между нуклеотидной последовательностью sgРНК 
и эффективностью разрезания целевого участка генома. 
Исследователи из Америки и Японии (Liu et al., 2016) 
оценили активность более чем 200 sgРНК, равномерно 
распределенных по геному мыши, с помощью нукле­
азного теста (Surveyor nuclease assay). Оказалось, что 
среди 218 sgРНК для 89 sgРНК (41 %) вообще не обна­
руживалось детектируемой активности. С практической 
точки зрения, это означает, что необходимо тестировать 
несколько sgРНК перед проведением экспериментов 
с CRISPR/Cas9. В дополнение к этому наблюдению авто­
ры заметили ряд закономерностей. Во-первых, на актив­
ность sgРНК влияют нуклеотиды в позициях 2, 3, 6, и 20, 
если считать от 5ʹ-конца sgРНК. Двадцатый нуклеотид 
sgРНК, предваряющий PAM-последовательность, важен 
для инициации расплетания ДНК и стабилизации dCas9-
sgРНК-ДНК комплекса вместе с PAM. sgРНК, имеющие 
на этой позиции аденин, как правило, показывают снижен­
ную активность. Интересно, что некоторые нуклеотиды 
в позициях 2 (тимин), 3 (гуанин), и 6 (аденин), тоже от­
рицательно влияли на активность sgРНК. Традиционно 
считается, что 5ʹ-конец sgРНК (дистальный от PAM) не 
играет большой роли в распознавании целевого участка 
в геноме. Авторы же предполагают, что ослабленные вза­
имодействия нуклеотидов 2 и 4–6 с Rec1-доменом белка 
SpCas9 снижают эффективность связывания комплекса 
с ДНК (Liu et al., 2016). Также с эффективностью раз­
резания ДНК положительно коррелировали сбалансиро­
ванный GC-состав sgРНК (40–60 %), способность sgРНК 
образовывать вторичную структуру и активный хроматин 
в области разрыва (промоторные районы) (Liu et al., 2016). 
Этими наблюдениями можно пользоваться при создании 
sgРНК для экспериментальной работы (рис. 2). Актуаль­
ные программы для дизайна экспериментов с CRISPR/
Cas9 и подбора sgРНК перечислены в сводном метаобзоре 
D.B. Graham и D.E. Root (2015). 
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Особое значение off-target активность CRISPR/Cas9 
приобретает в работах по клеточной терапии, поскольку 
предполагается, что после редактирования генома клетки 
будут вводиться в организм человека. Мутации, возник-
шие в результате внесения разрыва ДНК в нецелевом 
локусе, потенциально могут менять активность генов и 
приводить к опухолевому перерождению клеток. Пробле-
ма осложняется еще и индивидуальными особенностями 
генома каждого человека. Ведь для того чтобы уменьшить 
вероятность возникновения off-target эффектов, необходи-
мо выбирать такие sgРНК, которые имеют минимальное 
количество похожих сайтов в геноме конкретного че-
ловека. Экспериментальная оценка этого эффекта была 
проведена в работе L. Yang с коллегами (2014) в экспе-
рименте по нокауту гена Tafazzin (TAZ) в эмбриональных 
стволовых клетках человека. Выбранная sgРНК с высокой 
эффективностью направляла Cas9 к целевому сайту, так 
что в 54 % клеток он оказывался мутированным. С по-
мощью глубокого секвенирования генома авторы по-
пытались картировать все off-target мутации, возникшие 
после проведения геномного редактирования (Yang et al., 
2014). Помимо целевого сайта, были также проверены 
31 потенциальный off-target сайт, отличающийся от це-
левого тремя нуклеотидами (высокоспецифичная sgРНК 
была подобрана таким образом, что в геноме не было 
похожих на нее сайтов с одним или двумя мисматчами). 
Было показано, что во всех потенциальных off-target сай-
тах частота возникновения мутаций была крайне низкой 
(примерно 0,15 %), за исключением одного участка, для 
которого уровень возникновения мутаций был оценен 

в 18,9 %. Детальный анализ показал, что столь высокий 
уровень off-target активности в данном сайте объясняется 
наличием SNP в геноме клеточной линии. В референсном 
геноме, который использовался при выборе sgРНК, дан-
ный сайт нес мисматчи по трем нуклеотидам в позициях 
11, 15 и 19 относительно PAM, однако геном использо-
ванной линии отличался от референсного, и в реально-
сти не совпадали только нуклеотиды в позициях 15 и 19 
(Yang et al., 2014). Поскольку известно, что первые 10–12 
нуклеотидов после PAM имеют наибольшее влияние на 
специфичность Cas9 (Jinek et al., 2012; Cong et al., 2013), 
неудивительно, что данный off-target сайт модифициро-
вался с высокой частотой. In silico анализ показал, что 
если для оценки специфичности sgРНК не используется 
геном конкретного человека, клетки которого будут под-
вергаться геномному редактированию, то вероятность 
присутствия высокоактивных off-target сайтов для sgРНК 
из-за SNP составляет от 1,5 до 8,5 %, в зависимости от 
используемого алгоритма анализа. Важно отметить, что 
вне целевого и потенциальных off-target сайтов CRISPR/
Cas9 не вызывает увеличения частоты небольших инсер-
ций, делеций и геномных перестроек (Yang et al., 2014). 
Таким образом, для минимизации возможных изменений 
генома при геномном редактировании для целей клеточ-
ной терапии необходимо использовать геном конкретного 
пациента.

Системы репарации ДНК – основа трансгенеза
Двухцепочечные разрывы ДНК, вносимые сайт-спе-
цифичными нуклеазами, репарируются клеткой за счет 

Fig. 2. Schematic representation of sgRNA bound to target DNA. 
Cas9 protein regions interacting with sgRNA and DNA are given in accordance with (Anders et al., 2014; Nishimasu et al., 2014). Critical positions of sgRNA 
nucleotides that determine DNA cutting effi  ciency are also shown. 
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негомологичного соединения концов (non-homologous 
end joining, NHEJ) или с помощью гомологичной реком­
бинации. NHEJ и, в меньшей степени, MMEJ (микрого­
мологичное соединение концов, microhomology-mediated 
end joining) действуют на протяжении всего клеточного 
цикла. Именно NHEJ несет ответственность за мутаге­
нез ДНК в сайтах разрезания Cas9, так как лигирование 
двухцепочечных разрывов требует обработки свободных 
концов ДНК экзонуклеазами и заполнения одноцепочеч­
ных участков полимеразой. Это может приводить к по­
тере или вставке нуклеотидов (индел-мутации), а также 
к нуклеотидным заменам. Частота Cas9-обусловленного 
мутагенеза обычно составляет несколько десятков про­
центов (Geisinger et al., 2016). 

В течение G2/M фазы в клетках активна гомологичная 
рекомбинация, при которой для восстановления информа­
ции используются сестринские хроматиды. При наличии 
в клетке трансгенного фрагмента ДНК с плечами, гомоло­
гичными участку генома, может происходить рекомбина­
ция между трансгеном и свободными концами геномной 
ДНК, образующимися после разрезания целевого участка 
Cas9. Гомологичная рекомбинация максимально эффек­
тивна, если двухцепочечный разрыв располагается в 10–20 
нуклеотидах от запланированного места внесения измене­
ний в геном (Elliott et al., 1998; Yang et al., 2013b; Findlay 
et al., 2014). Баланс между негомологичным и гомологич­
ным вариантами репарации ДНК во многом и определяет 
эффективность встройки трансгенной ДНК с помощью 
CRISPR/Cas9. Белки гомологичной рекомбинации при­
сутствуют в клетке во все фазы клеточного цикла, однако 
лишь в S-фазе происходит их активация за счет увеличе­
ния экспрессии генов и пострансляционных модификаций 
белков. Значительной проблемой для трансгенеза остается 
низкая частота гомологичной встройки, которая отражает 
фундаментальные особенности репарации ДНК в клетке. 
Например, плюрипотентные стволовые клетки человека 
модифицируются CRISPR/Cas9 с частотой менее 10 % (Liu 
et al., 2016), что связано с чувствительностью этого типа 
клеток к повреждениям ДНК. Активация гомологичной 
рекомбинации в нехарактерные фазы клеточного цикла, 
а также сдвиг равновесия между негомологичной и гомо­
логичной рекомбинацией в пользу последней позволили 
бы улучшить эффективность направленной встройки 
трансгенов при использовании CRISPR/Cas9.

Одним из проверенных временем методов подавления 
NHEJ являются молекулы-ингибиторы ключевых белков 
NHEJ. В 2015 г. вышло несколько работ, в которых система 
CRISPR/Cas9 применялась в комбинации с ингибировани­
ем NHEJ. V.T. Chu с коллегами (2015) показали, что нокда­
ун белков каноничного NHEJ (KU70, KU80 и лигазы IV) 
короткими шпилечными РНК (shRNA) повышал частоту 
гомологичной рекомбинации в два – три раза. После до-
бавления к shРНК малой молекулы Scr7, которая блокиру­
ет ДНК-связывающий домен лигазы IV, и аденовирусных 
белков, E1B55K и E4orf6, опосредующих протеосомную 
деградацию лигазы IV, частота сайт-специфичной ин­
теграции выросла в семь раз по сравнению с исходной. 
Важно, что молекула Scr7 была протестирована в экс­
периментах по пронуклеарной микроинъекции CRISPR/
Cas9 и трансгенов. Исследователи задокументировали 

повышение частоты сайт-специфичной встройки раз­
личных трансгенов в два – четыре раза при использовании 
Scr7, отметив также низкую токсичность (Maruyama et al., 
2015). Ингибиторы другого ключевого компонента NHEJ, 
ДНК-зависимой субъединицы протеинкиназы (DNA-
PKcs), стимулировали направленную встройку трансгенов 
в два – четыре раза (Robert et al., 2015). В этой работе также 
был показан аддитивный эффект различных ингибиторов 
на эффективность подавления NHEJ. 

Молекула RS-1 стабилизирует связывание белка RAD51 
с ДНК. RAD51 – ключевой белок гомологичной реком­
бинации, который формирует нуклеофиламенты на одно­
цепочечной ДНК и необходим для инвазии донорного 
ДНК-дуплекса. Обработка клеток веществом RS-1 повы­
шает частоту Cas9-направленной встройки в три – шесть 
раз (Pinder et al., 2015).

Наконец, два вещества (L755507 и Brefeldin A), обнару­
женные в скрининге среди четырех тысяч малых молекул, 
повышали частоту гомологичной встройки трансгена 
в два – три раза при использовании CRISPR/Cas9, но меха­
низм их действия на систему репарации пока не выяснен 
(Yu et al., 2015).

D. Yang с коллегами (2016) нашли способ повысить 
ча стоту сайт-специфического встраивания трансгена 
в плю рипотентных стволовых клетках человека, син­
хронизировав их в G2/M-фазах клеточного цикла с по­
мощью нокодазола или ABT-751. Синхронизация клеток 
стимулировала гомологичную рекомбинацию в среднем 
в четыре раза. Обработка синхронизированных клеток 
ингибитором лигазы IV (Sсr7) не привела к дополнитель­
ному повышению частоты гомологичной рекомбинации, 
что указывает на полное ингибирование каноничного пути 
NHEJ в этих условиях. 

CRISPR/Cas9 ускоряет получение трансгенных 
животных при инъекции в зиготы
Традиционно модификация генома проводится на эмбрио­
нальных стволовых (ЭС) клетках, затем следуют полу­
чение химерных животных и проведение скрещиваний. 
Помимо того, что сам процесс довольно длительный и тру­
доемкий (6–12 мес. и дольше), для некоторых животных 
до сих пор не получены линии ЭС-клеток. С помощью 
же системы CRISPR/Cas9 исследователи могут получить 
трансгенное животное за один шаг, просто инъецировав 
трансген, мРНК Cas9 и sgРНК в зиготу. Кроме того, 
инъек ция нескольких sgРНК позволяет редактировать 
сразу несколько участков генома: вносить делеции (Wang 
et al., 2013) или встраивать фрагменты ДНК с помощью 
гомологичной рекомбинации (Yang et al., 2013a). А в ра­
боте A.W. Cheng с коллегами (2013) была показана воз­
можность одновременно активировать работу трех генов 
в зиготе мыши с помощью dCas9, сшитой с активаторным 
доменом VP160.

Технология была испробована на всех модельных 
организмах, включая дрозофилу (Bassett et al., 2013), 
аксолотля (Flowers et al., 2013), крысу (Hu et al., 2013) 
и крупных животных, таких как макаки (Niu et al., 2014). 
Стоит отметить, что получение трансгенных приматов 
до этого являлось весьма трудной задачей. Китайским 
ученым с помощью инъекции CRISPR/Cas9 в эмбрионы 
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макак-крабоедов удалось внести мутации одновременно 
в два гена, Ppar1 и Rag1 (Niu et al., 2014).

Исследователи, работающие в области биотехнологии, 
с энтузиазмом переняли CRISPR/Cas9 для модификации 
геномов крупных сельскохозяйственных животных (под­
робный обзор представлен у W. Tan с коллегами (2016)). 
Трансгенез крупных животных, как правило, осуществля­
ется через клонирование, которое отличается очень низкой 
эффективностью. Применение CRISPR/Cas9 позволило 
облегчить генную модификацию сельскохозяйственных 
животных: кроликов (Yuan et al., 2016), овец (Crispo et 
al., 2015), коз (Ni et al., 2014) и свиней (Whitworth et al., 
2014). Интересно, что две группы китайских исследова­
телей продемонстрировали очень высокую частоту Сas9-
индуцированной встройки трансгенов в зиготах свиней 
(Peng et al., 2015; Wang et al., 2015a). В статье J. Peng 
с коллегами (2015) 100 % родившихся поросят (16 из 
16) несли человеческий ген альбумина в нужном локусе. 
Этот случай скорее исключение, чем правило. H. Wang 
с коллегами (2015a) наблюдали более низкую частоту на­
правленной встройки коротких ДНК-фрагментов (ssODN) 
при ПЦР-анализе бластоцист свиней (13 %), тем не менее 
эффективность при простом внесении мутаций в ген Mitf 
в зиготах составила почти 100 %. 

Нужно заметить, что при всех достоинствах ис­
пользования системы CRISPR/Cas9 для модификации 
одноклеточных эмбрионов у этой технологии есть и 
свои подводные камни. Один из них – мозаицизм раз­
вивающегося животного, возникающий, когда мутагенез 
аллелей происходит независимо в разных бластомерах по 
мере развития эмбриона. Например, если CRISPR/Cas9 
не успеет модифицировать ни одного аллеля на одно­
клеточной стадии, а на двуклеточной стадии мутирует 
участок генома только в одном из бластомеров, то лишь 
половина клеток родившегося животного будут нести 
мутации. Кроме того, если репарация по механизму NHEJ 
протекает с мутагенезом целевого локуса, то модифика­
ции, произошедшие в разных клетках, могут приводить 
к различающимся мутациям. В результате животное 
будет состоять из смеси клеток с несхожими мутациями 
в целевом локусе генома. Мозаицизм уже наблюдался 
в реальных экспериментах на мышах (Long et al., 2014; 
Yen et al., 2014). Однако наибольшее значение проблема 
мозаицизма приобретает в экспериментах на крупных 
животных. Если мозаицизм наблюдается в половых клет­
ках, то приходится использовать длительную стратегию 
проведения скрещиваний, для того чтобы получить гомо­
зиготных носителей мутации. Это, очевидно, становится 
очень большой проблемой с учетом длительных циклов 
размножения, характерных для крупных животных. Так, 
в единственной на сегодняшний день опубликованной 
работе по редактированию генома приматов родившиеся 
животные были мозаиками (Niu et al., 2014). 

Применение CRISPR/Cas9 для генной терапии
В настоящее время CRISPR/Cas9 является самой исполь­
зуемой технологией для создания моделей заболеваний 
человека как in vitro – на разных типах стволовых кле­
ток, так и in vivo – на генетически модифицированных  
животных. 

Чрезвычайно высокая эффективность направленной 
модификации генов с помощью sgРНК и Cas9 позволяет 
одновременно редактировать сразу несколько копий гена: 
от биаллельных мутаций на гомологичных хромосомах 
(Wang et al., 2013a; González,Yeh, 2014) до мутагенеза 
62 копий гена pol в эндогенных ретровирусах из генома 
свиньи (Yang et al., 2015). Последнее исследование имеет 
большое практическое значение, поскольку существуют 
опасения инфекции клеток человека этими ретровирусами 
при ксенотрансплантации органов от свиньи. 

Для того чтобы упростить процесс моделирования за­
болеваний, в лаборатории пионера изучения CRISPR/Cas9 
Фенга Жанга были получены трансгенные Cas9-мыши, 
во всех клетках которых экспрессируется Cas9 – либо 
конститутивно, либо после обработки Cre-рекомбиназой 
(Platt et al., 2014). Второй вариант позволяет ограничивать 
активность Cas9-нуклеазы специфичным типом клеток, 
так как проводятся скрещивания Cas9-мыши c линией, 
экспрессирующей Cre-рекомбиназу под тканеспецифи­
ческим промотором. Остается лишь ввести в клетки или 
зиготы Cas9-мыши sgРНК против гена-мишени. 

Генная терапия для коррекции заболеваний человека – 
еще одна область медицины, где применение технологий 
направленного редактирования генома открывает широ­
кие перспективы (Cox et al., 2015; Naldini, 2015). На мо­
дельных организмах была доказана принципиаль ная воз­
можность коррекции мутации в одноклеточном эмбрионе. 
Работая с эмбрионами мышей, Y. Wu с коллегами (2013) 
показали, что доминантная мутация в гене Crygc, приво­
дящая к катаракте, может быть исправлена путем ведения 
в зиготу мРНК Cas9 и соответствующей sgРНК. При этом 
аллель дикого типа (без мутации) на гомологичной хромо­
соме служит образцом для гомологичной рекомбинации. 
Мыши, родившиеся в результате этих экспериментов, не 
имели признаков катаракты, были фертильны и передава­
ли аллель с исправленной мутацией потомкам. В другой 
работе (Long et al., 2014) авторы с помощью CRISPR/
Cas9 редактировали мутацию в гене дистрофина (рас­
положен на Х-хромосоме), которая приводит к развитию 
мышечной дистрофии Дюшенна. В этом случае в зиготу 
мыши помимо мРНК Cas9 и sgРНК был введен короткий 
одноцепочечный ДНК-фрагмент (ssODN). Полученные 
мыши были мозаиками, по-видимому, из-за задержки 
в трансляции белка Cas9 на стадии зиготы. Но несмотря 
на этот факт, фенотип мышей был нормальным, что объ­
ясняется селективным преимуществом мышечных клеток 
с исправленной мутацией. 

Описанные выше исследования были проведены ис­
ключительно на животной модели, однако авторы одной 
нашумевшей статьи (Liang et al., 2015) показали воз­
можность редактирования генома в эмбрионах человека. 
В эксперименте были использованы три пронуклеарные 
зиготы, в которых исследователи модифицировали ген 
бета-глобина (Liang et al., 2015). Оказалось, что частота 
гомологичной рекомбинации в целевом локусе была низ­
ка, а число off-target мутаций было существенно больше, 
чем в экспериментах с эмбрионами мышей или в куль­
турах клеток человека. Интересно, что работа P. Liang 
с коллегами (2015) была отклонена ведущими журналами 
по этическим соображениям и вызвала бурные споры как 
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в научном сообществе, так и у общественности в целом 
(Cyranoski, 2015; Lanphier et al., 2015). Все же стало 
очевидно, что думать о практическом применении этой 
технологии на эмбрионах человека еще рано: необходимо 
решить много технических проблем, связанных с эффек­
тивностью и безопасностью CRISPR/Cas9. Естественно, 
что на первый план для современной генной терапии 
вышли методы редактирования генома в соматических 
клетках взрослого организма на основе CRISPR/Cas9.

Одна из первых работ по коррекции мутации непо­
средственно в тканях взрослого животного была прове­
дена американской группой ученых на мышиной модели 
тирозинемии 1-го типа (Yin et al., 2014). Это заболевание 
связано с мутацией в гене фумарилацетоацетатгидрола­
зы (FAH), которая приводит к нарушению метаболизма 
тирозина и в итоге к циррозу печени. Плазмидные век­
торы с компонентами системы CRISPR/Cas9 совместно 
с ДНК-олигонуклеотидом для гомологичной рекомби­
нации были введены в хвостовую вену мыши путем 
гидродинамической инъекции – в этом случае большая 
часть введенного раствора абсорбируется в печени. Ис­
правление мутантного фенотипа происходило только 
в части клеток (0,4 %), но и этого было достаточно, так 
как такие клетки приобретали селективное преимущество 
и восстанавливали функцию печени. 

В другой работе (Ding et al., 2014) мишенью стал ген 
пропротеиновой конвертазы (Pcsk9), играющей роль 
в гомеостазе холестерина. Известно, что при неактивном 
ферменте уровень холестерина в крови снижается, а, сле­
довательно, снижается и риск коронарных заболеваний 
сердца. С помощью CRISPR/Cas9, упакованной в адено­
вирусные векторы, исследователи вносили мутации в ген 
Pcsk9 в печени мыши. По их подсчетам, мутагенезу под­
вергалось до 50 % клеток печени, а уровень холестерина 
в крови при этом снижался на 35–40 %. Позднее была 
проведена похожая работа, но в качестве нуклеазы был 
использован ортолог Cas9, нуклеаза SaCas9, выделенная 
из бактерии Staphylococcus aureus (Ran et al., 2015). Ген 
SaCas9 почти на 1000 п. н. меньше широко используемой 
нуклеазы SpCas9, поэтому он более эффективно пакуется 
в аденовирусные частицы. Результаты этого исследования 
подтвердили эффективность терапии на основе SaCas9: 
более 40 % генно-модифицированных клеток, низкая 
неспецифическая активность и хорошая переносимость 
аденовирусных инфекций подопытными животными.

Большой прорыв сделан в генной терапии миодистро­
фии Дюшенна с помощью CRISPR/Cas9. Работы сразу 
трех научных коллективов были недавно опубликованы 
в одном номере журнала «Science» (Long et al., 2015; 
Nelson et al., 2015; Tabebordbar et al., 2015). Известно, что 
патология, как правило, вызывается, мутациями, сдвига­
ющими рамку считывания гена дистрофина (dystrophin), 
что приводит к отсутствию функционального белка. 
В таких случаях одна из потенциальных стратегий генной 
терапии – делеция экзона с мутацией с восстановлением 
рамки считывания гена. Образующийся при этом белок 
оказывается более коротким, но, тем не менее, функцио­
нальным. Исследователи вводили аденоассоциированные 
вирусы с компонентами системы CRISPR/Cas9 внутри­
мышечно и внутривенно мышам с мутацией в гене дис­

трофина. В двух работах авторы (Long et al., 2015; Nelson 
et al., 2015) использовали нуклеазу SaCas9, а в третьей 
(Tabebordbar et al., 2015) – кодон-оптимизированный для 
человека вариант SpCas9. Результаты всех эксперимен­
тов одинаковы: индукция делеции мутантного участка 
восстанавливала экспрессию дистрофина в мышечных 
тканях, и подвижность животных увеличивалась. Более 
того, в предсказанных in silico off-target сайтах мутаций 
обнаружено не было.

Другой впечатляющий пример – это терапия пигмент­
ного ретинита. Исследование проводилось на модели 
пигментного ретинита крыс (S334ter-3), которая характе­
ризуется доминантной мутацией в гене родопсина (Rho), 
приводящей к появлению стоп-кодона и укорочению 
белка на 15 аминокислот (Bakondi et al., 2015). Так как 
нуклеотидная замена вызывает возникновение PAM-
сайта (5′- TGG-3′ вместо 5′-TGC-3′), стало возможным 
применить Cas9-индуцированный мутагенез для специфи­
ческого «выключения» мутантного аллеля и частичного 
восстановления функции сетчатки. Интересным является 
то, что авторы воспользовались субретинальной инъек­
цией плазмид sgРНК/Cas9 с последующей электропора­
цией в глазах новорожденных крысят, которая оказалась 
эффективным методом доставки Cas9 in vivo. 

Также в работе на индуцированных плюрипотентных 
стволовых клетках (ИПСК) от человека с нонсенс-му­
тацией в гене RPGR (нуклеотидная замена 3 070G > T), 
вызывающей Х-связанный пигментный ретинит, мутация 
была успешно исправлена с использованием короткой 
донорной ДНК-молекулы (ssODN) (Bassuk et al., 2016).

Описанные выше работы – примеры генной тера­
пии, которая основана на внесении исправлений непо­
средственно в геном. Однако недавно ученые смогли 
провести эпигенетическую «подстройку» экспрессии 
участка генома человека. Каталитически неактивную 
dCas9, сшитую с транскрипционным репресором KRAB, 
и sgРНК, использовали для того, чтобы изменить состоя­
ние хроматина и инактивировать D4Z4-микросателлитный 
повтор (Himeda et al., 2016). Аберрантная экспрессия РНК 
с этого района приводит к развитию одного из подтипов 
мышечной дистрофии – болезни Ландузи–Дежерина 
(facioscapulohumeral muscular dystrophy). Стоит сказать, 
что работа была проведена на культуре мышечных клеток, 
однако благодаря хорошим результатам можно ожидать, 
что она будет повторена в тестах in vivo. 

Особый интерес представляет антивирусная терапия на 
основе программируемых нуклеаз. В природе CRISPR/
Cas9 функционирует как система защиты бактерий 
от вирусной инфекции, так почему бы не применить 
эту защиту, прошедшую миллионы лет эволюции, для 
борьбы с вирусами человека? Вирус иммунодефицита 
человека (ВИЧ) в силу широкой распространенности 
и трудности полного излечения является наиболее под­
ходящей мишенью. Существующая антиретровирусная 
терапия не позволяет избавиться от провирусов – копий 
вирусов, которые встроились в геном клетки. H.-K. Liao 
с коллегами (2015) использовали систему CRISPR/Cas9, 
для того чтобы внести мутации в провирусную после­
довательность и снизить, таким образом, экспрессию 
вирусных генов. Протестировав ряд sgРНК на разные 
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участки вирусного генома, исследователи выяснили, 
что наибольшая эффективность (до 90 % резистентных 
к вирусу клеток) наблюдается при мутировании LTR-R 
региона вируса, регулирующего транскрипцию вирусной 
последовательности. 

Параллельно развивается другая стратегия борьбы 
с ВИЧ – нарушение функции гена CCR5, кодирующего 
поверхностный рецептор на иммунных клетках человека. 
Известно, что при мутации этого гена вирус не способен 
проникнуть в клетку, что делает организм невосприим­
чивым к вирусной инфекции. Эффективность технологии 
CRISPR/Cas9 для получения мутаций в гене CCR5 была 
показана на первичной культуре гемопоэтических стволо­
вых клеток (Mandal et al., 2014) и на культуре индуциро­
ванных плюрипотентных клеток человека (Ye et al., 2014). 
Мутации в нецелевых сайтах при этом детектировались 
с низкой частотой. Подобные работы проводятся также 
и с другими системами редактирования генома (цинково­
пальцевые нуклеазы). В случае делеции CCR5 с помощью 
цинковопальцевой нуклеазы даже проводится клиниче­
ское испытание, первые результаты которого свидетель­
ствуют в пользу безопасности этого метода (Tebas et al., 
2014). Все это говорит о большом потенциале технологий 
редактирования генома для генной терапии, по крайней 
мере в контексте заболеваний кроветворной системы.

Геномные скрининги на базе CRISPR/Cas9
Одним из преимуществ CRISPR/Cas9 является простота 
клонирования и создания библиотек sgРНК для мас­
штабных генетических скринингов. Геномные скрининги 
помогают обнаружить множество новых генов, функцио­
нально ассоциированных с какими-либо биологическими 
функциями в клетке. Обычно используют два подхода: 
gain-of-function («включение» экспрессии генов кДНК-
библиотекой) и loss-of-function («выключение» генов 
за счет РНК-интерференции). Если изменение уровня 
экспрессии гена влияет на исследуемый биологический 
процесс, такой ген-кандидат затем более детально из­
учается дополнительными молекулярно-генетическими 
способами. До появления в арсенале биологов методов 
на основе CRISPR/Cas9 геномные скрининги в основном 
проводились с помощью РНК-интерференции (RNAi) 
(Boutros, Ahringer, 2008). Система CRISPR/Cas9 имеет 
ряд преимуществ по сравнению с RNAi. Во-первых, по­
сле негативной или позитивной селекции присутствие 
конкретных sgРНК в выживших клетках обнаруживают 
с помощью глубокого секвенирования, что позволяет 
однозначно выявить гены-мишени. Cas9 менее токсичен 
для клетки, а его активность зависит только от комплекса 
белков NHEJ, которые вызывают мутагенез генов при 
репарации разрывов. Напротив, процессинг РНК в RNAi 
зависит от многих глобальных клеточных процессов, 
которые поэтому не могут быть мишенью для скрининга. 
К тому же при сравнении сходных по целям генетических 
скринингов на основе RNAi и CRISPR/Cas9 последний 
демонстрирует более достоверные и воспроизводимые 
результаты (Shalem et al., 2015).

Генетические скрининги на основе CRISPR/Cas9 ак­
тивно применяются в медицине. К настоящему моменту 
уже опубликовано более двух десятков работ, в которых 

использовали геномные CRISPR/Cas9 скрининги для 
анализа различных биологических аспектов: канцероге­
неза и метастазирования (Toledo et al., 2015), воспаления 
(Schmid-Burgk et al., 2016) или митохондриальных пато­
логий (Jain et al., 2016). Подробную информацию о не­
которых исследованиях можно найти в многочисленных 
обзорах (Shalem et al., 2015; Xue et al., 2016). 

В области канцерогенеза примером может служить 
эксперимент из группы Фенга Жанга (Chen et al., 2015). 
Линию клеток немелкоклеточного рака легких мыши, не 
дающего в норме метастазов, обработали лентивирусом 
с Cas9 и библиотекой лентивирусов с sgРНК mGeCKO 
(67 405 gРНК против 20 611 белок-кодирующих генов 
и 1175 микроРНК). После недели культивирования клеток 
in vitro большая часть sgРНК была равномерно представ­
лена в клеточной популяции, за исключением sgРНК, вы­
зывающих мутации в генах жизненно важных клеточных 
процессов, которые быстро терялись из популяции. После 
подкожной имплантации смеси клеток в реципиентную 
мышь образовалась опухоль, причем на этом этапе теря­
лось более половины исходных sgРНК. Процесс селекции 
клеток с различными sgРНК в первичной опухоли был 
в основном случайным, что отражает низкое влияние 
мутагенеза на способность клеток выживать при имплан­
тации. По мере роста опухоли в ней увеличивалось число 
мутантных клеток с преимуществом в выживании и ско­
рости деления, с уменьшением представленности sgРНК 
(4 % от исходных). Наконец, при анализе метастазов, 
клетки которых проходят «бутылочное горлышко» при 
выселении из опухоли, наблюдалось совсем небольшое 
количество sgРНК (0,4 % от исходных). Это подтверждает 
клональную теорию образования метастазов. Несколько 
генов (Nf2, Pten, Cdkn2a, Fga), sgРНК против которых 
были чаще представлены в метастазах, ассоциированы 
с канцерогенезом и пролиферацией опухолей. 

В другой работе группа американских ученых (Parnas et 
al., 2015) применила обсуждаемый подход в дендритных 
клетках из костного мозга мыши. Примечательно, что 
источником первичной культуры дендритных клеток по­
служила созданная ранее Cas9-экспрессирующая мышь 
(Platt et al., 2014). Авторы заразили клетки библиотекой 
лентивирусов из 125,793 sgРНК – это примерно шесть не­
зависимых sgРНК на каждый ген. Для проведения отбора 
мутантных фенотипов дендритные клетки обрабатывали 
липополисахаридами, имитирующими бактериальную 
инфекцию. Стимулированные клетки разделялись на 
клеточном сортере по уровню индукции экспрессиии 
цитокина TNF-альфа (Tumor Necrosis Factor alpha), ко­
торый отвечает за ранний ответ на липополисахариды. 
Были обнаружены десятки генов, в том числе и новых, 
как негативно, так и позитивно регулирующих TNF- альфа 
ассоциированный сигнальный каскад. Важным техноло-
гическим улучшением было применение дополнительно­
го этапа валидации результатов для 2 569 генов, обнару­
женных в первичном скрининге. Для этого большое число 
клеток было заражено с покрытием в 10 sgРНК на ген из 
первичного списка и повторно проверено, что позволило 
повысить точность детекции. 

Новые перспективы для генетических скринингов на 
основе CRISPR/Cas9 открываются по мере модификации 
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системы. К примеру, Cas9 может связывать и разрезать 
РНК-транскрипты (O’Connell et al., 2014), предоставляя 
платформу для высокопроцессивного нокдауна экспрес­
сии генов. Присоединение к инактивированной Cas9 
активаторных или репрессорных доменов различных 
белков также применяется для скринингов. S. Konermann 
с коллегами активировали гены в клетках меланомы, об­
работанных противоопухолевым агентом, ингибитором 
протоонкогена BRAF (вемурафенибом), и обнаружили 
гены, оверэкспрессия которых ассоциирована с устойчи­
востью раковых клеток к этому препарату (Konermann et 
al., 2014). Многие из выявленных генов были известны 
врачам ранее – это в основном компоненты сигнальных 
путей (PI3K-AKT, ERK и др.), компенсирующих инги­
бирование BRAF в раковых клетках. Было уже ясно, что 
их оверэкс прессия коррелирует с плохим прогнозом при 
лечении вемурафенибом, однако скрининг обнаружил 
и множество новых генов-кандидатов. Для CRISPR/Cas9-
скринингов будут полезны химерные белки на основе 
Cas9, несущие каталитически активные домены, как в слу­
чае с доменом ацетилтрансферазы, способной модифици­
ровать гистоны (Hilton et al., 2015); а также присоединение 
к sgРНК длинных некодирующих РНК для выяснения их 
функций (Shechner et al., 2015). Важной задачей будет 
создание библиотек sgРНК и для некодирующих районов  
генома. 

Снижение стоимости высокопроизводительных мето­
дов секвенирования (NGS) и открытое распространение 
sgРНК-библиотек для геномов различных организмов 
должны в скором времени сделать геномные скрининги 
на основе CRISPR/Cas9 доступными во многих лабора­
ториях мира.

Применение CRISPR/Cas9 для внесения 
масштабных геномных мутаций  
(делеций, инверсий)
Использование универсального и эффективного метода 
геномного редактирования крайне необходимо и для полу­
чения хромосомных перестроек большого масштаба. Об­
разование индел-мутаций (удаление – вставка нескольких 
нуклеотидов на месте репарационных событий) не всегда 
является достаточным условием для полной инактивации 
генетического элемента. Например, в случае с кластерами 
генов существуют множественные варианты транскрип­
тов или же альтернативные старт-кодоны, расположенные 
в том же гене, способные при выпадении или вставке 
нескольких нуклеотидов исправить возникшую полом­
ку; для нетранслируемых некодирующих молекул РНК 
или регуляторных последовательностей возникновение 
небольших мутаций не является серьезным препятстви­
ем для реализации их клеточной функции (Zhang et al., 
2015). Таким образом, для функциональных исследований 
регуляторных и структурных элементов генома, генных 
кластеров, длинных некодирующих РНК (lncRNA), тан­
демно дуплицированных генов необходимы технологии, 
способные индуцировать направленные хромосомные 
перестройки в диапазоне от сотен до нескольких сотен ты­
сяч п. н. Методы и системы клонирования, используемые 
прежде, например, BAC (бактериальные искусственные 
хромосомы) и YAC (дрожжевые искусственные хромосо­

мы), довольно трудоемки в исполнении и, кроме того, не 
позволяют достичь желаемой эффективности. 

CRISPR/Cas9 вызывает делецию, если вносит два 
одновременных разрыва в одном хромосомном локусе, 
при этом крупные хромосомные инверсии и дупликации 
при использовании Cas9 получаются спонтанно, с не­
большой частотой. Одними из первых работ с примене­
нием CRISPR/Cas-системы, в которых удалось получить 
делеции и инверсии крупного масштаба, а также сравнить 
эффективность использования CRISPR/Cas9 и TALEN-
систем, стали работы на геноме Danio rerio (Gupta et al., 
2013; Gonzales et al., 2014; Ota et al., 2014). Были получены 
делеции гена микроРНК dre-mir-126a размером 563 п. н., 
а также кластера из шести генов – от dre-mir-17a-2 до 
dre-mir-92a-2 – величиной 1423 п. н. (Xiao et al., 2013). 
В дру гой работе была реализована возможность полу­
чения множественных геномных модификаций путем 
пронуклеарной инъеции мРНК нескольких направляющих 
в один локус РНК-молекул (sgРНК) и белка Cas9 в эмбри­
оны Danio rerio на 1–2-клеточной стадии (Ota et al., 2014). 
В результате были получены делеции до 7,1 тыс. п. н. 

Затем последовало множество работ на различных 
модельных организмах, где при помощи CRISPR/Cas9 
технологии удалось получить направленные перестройки 
крупного масштаба. На дрозофиле была проведена мо­
дификация локусов rosy и yellow, в результате чего были 
получены делеции размером 4,6 и 6,1 тыс. п. н. (Gratz et 
al., 2013). В экспериментах с CRISPR/Cas9 на эмбрионах 
аксолотля был получен нокаут по гену Sox2 путем делеции 
геномного участка (Fei et al., 2014). Кроме того, система 
CRISPR/Cas9 оказалась применима и для удаления участ­
ков генома анаэробных грамм-положительных бактерий 
Сlostridium beijerinckii, у которых практически отсутству­
ет гомологичная рекомбинация, что затрудняло получение 
перестроек традиционными методами (Wang et al., 2015b). 
Совсем недавно была опубликована статья, в которой ис­
следователи описали удаление фрагмента гена тирозиназы 
(TYR), связанного с альбинизмом, длиной 105 тыс. п. н. из 
генома кролика (Song et al., 2016). Доставка мРНК Cas9 
и направляющих РНК-молекул осуществлялась прону­
клеарной микроинъекцией в эмбрионы. В эксперименте 
наблюдалась достаточно высокая эффективность получе­
ния делеций: 10 % при ПЦР-скрининге эмбрионов и 18 % 
у рожденных крольчат. 

Наиболее масштабные работы по получению делеций 
и инверсий с использованием CRISPR/Cas9-технологии 
проводились на клетках мыши и человека (Fujii et al., 
2013; Li et al., 2013; Bauer et al., 2014; Canver et al., 2014; 
Choi et al., 2014; Essletzbichler et al., 2014; Fujihara et al., 
2014; Zheng et al., 2014; Zhou et al., 2014; Brandl et al., 
2015; He et al., 2015; Kraft et al., 2015; Zhang et al., 2015). 
Важной исследовательской задачей являются оптимиза­
ция процесса, достижение максимальной эффективности 
и скорости получения направленных геномных модифи­
каций. Несколько крупных проектов были посвящены 
получению модельных животных для изучения патоге­
неза генетически обусловленных заболеваний, связанных 
с хромосомными аберрациями. В одной из работ на эту 
тему (Kraft et al., 2015) авторы представили подробный 
протокол получения трансгенных мышей с крупными 
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(до 1600 тыс. п. н.) структурными перестройками по 
геному с эффективностью до 42 %, названный CRISVar. 
Реализация предложенного протокола от момента дизайна 
специфических sgРНК-векторов до рождения химерных 
животных занимает 10 нед, что в несколько раз ускоряет 
процесс получения животных моделей по сравнению с 
12 мес., затрачиваемыми ранее. Исследователям удалось 
детектировать делеции и инверсии для всех шести запла­
нированных локусов (размеры делеций 1,2–1 672 тыс. п. н. 
соответственно), тогда как процент возникновения дупли­
каций был в среднем в 1,5 раза ниже (Kraft et al., 2015). 

Серьезной проблемой в данной области является то, 
что вероятность получения направленных геномных 
перестроек находится в определенной зависимости от 
размера последних. Причем выявление этой зависимо­
сти представляет предмет активных научных дискуссий 
(Xiao et al., 2013; Canver et al., 2014; He et al., 2015; Kraft 
et al., 2015; Song et al., 2016). Согласно данным из работы 
Kraft с коллегами (2015), взаимосвязь между размером 
модификации и частотой ее возникновения под действием 
CRISPR/Cas9-системы в эмбриональных стволовых клет­
ках мыши отмечена не была. Но в исследовании, которое 
проводилось на линии клеток мышиной эритролейкемии 
(MEL), авторы выявили обратную зависимость частоты 
возникновения перестройки от ее размера и предложили 
формулу функции нелинейной регрессии как наиболее 
подходящую для описания наблюдаемой корреляции 
(Canver et al., 2014). Помимо закономерности получения 
делеций, в данной работе была показана возможность уда­
ления фрагментов ДНК размером от 1,3 до 1 026 тыс. п. н. 
для локусов, расположенных в экзонах, интронах генов, 
а также в межгенных участках. Средняя эффективность 
процесса образования делеций составила 14,2 %, при 
этом фрагменты до 23 тыс. п. н. удалялись значительно 
лучше, тогда как последовательности свыше 70 тыс. – 
с эффективностью меньше 1 %. Частота образования 
инверсий составила 5,8 %, инверсии крупных размеров 
происходили со сниженной эффективностью. В одной из 
работ на линии HEK293T были получены свидетельства 
о независимости мутационного процесса с участием 
системы CRISPR/Cas9 от транскрипционного статуса 
выбранного района (Zheng et al., 2014). Авторы вносили 
делеции в ген цитокина CCL2, предварительно многократ­
но усиливая его экспрессию добавлением фактора TNF-
альфа, действующего на экспрессию CCL2 через NF- κB 
сигнальный путь. Активность гена выросла примерно 
в 300 раз, при этом эффективность геномных перестроек 
осталась сравнительно неизменной, в среднем диапазоне 
16–28 % (Zheng et al., 2014). 

Получение крупных делеций имеет ценность и для 
некоторых медицинских исследований, нацеленных на 
исправление дефектных последовательностей генов при 
моногенных заболеваниях. Выше мы уже упоминали 
подходы, применяемые для восстановления рамки счи­
тывания гена дистрофина при миодистрофии Дюшенна 
за счет удаления мутантных экзонов. Известно, что более 
60 % мутаций в гене дистрофина, приводящие к развитию 
миодистрофии Дюшенна, происходят между 45 и 55-м 
экзоном. В многочисленных исследованиях, в том числе 
и с использованием системы CRISPR/Cas9, показано, 

что делеция этого района дистрофина, имеющего размер 
около 725 тыс. п. н., приводит к образованию укорочен­
ного, но функционального белка. Преимущество этой 
универсальной стратегии в том, что делеция большого 
участка гена применима для лечения множества пациен­
тов с миодистрофией Дюшенна и требует тестирования 
и использования лишь одной пары sgРНК (Ousterout et al., 
2015; Young et al., 2016). 

Как было отмечено в начале раздела, одна из задач, 
решить которую стало возможно благодаря появлению 
CRISPR/Cas технологии, – это исследование функции 
и роли длинных некодирующих РНК. Накапливается все 
больше информации о вовлеченности таких РНК-молекул 
во многие клеточные процессы, в числе которых и их 
участие в регуляции генной транскрипции (Nagano et 
al., 2011). Точности существующих генно-инженерных 
методов оказалось недостаточно для направленного уда­
ления протяженных нуклеотидных последовательностей 
некодирующих РНК, так как последние могут иметь 
множественные альтернативные варианты. Классические 
способы модификации генома с привлечением гомологич­
ной рекомбинации в случае крупных перестроек неудобны 
и малоэффективны. CRISPR/Cas9-система позволяет 
решить эту проблему, что было продемонстрировано 
в работе с lncРНК Rian, у которой есть многочисленные 
альтернативные формы (Han et al., 2014). Инъецируя 
in vitro транскрибированные мРНК Cas9 и sgРНК в одно­
клеточные эмбрионы, исследователям удалось получить 
делеции в Rian-локусе размером до 23 тыс. п. н. при ис­
пользовании пары направляющих РНК-молекул, а также 
повысить эффективность этого процесса до 33 % при 
участии нескольких sgРНК. Удаление кодирующей после­
довательности Rian привело к полному исчезновению ее 
экспрессии с материнского аллеля, а также к изменению 
экспрессии близлежащих генов в различных тканях. 

В заключение стоит отметить, что делеции и инверсии 
при использовании CRISPR/Cas9 получаются на удивле­
ние легко и с высокой частотой. Так что не стоит забывать, 
что они могут произойти и случайно при одновременной 
доставке в клетки множества sgRNA для других целей 
(Niu et al., 2014; Frock et al., 2015).

CRISPR/Cas9 как основа создания  
искусственных генных драйверов
Высокая эффективность системы CRISPR/Cas9 открыла 
новые возможности для контроля численности популяции 
насекомых-переносчиков заболеваний человека. Для этого 
было предложено внедрять в природные популяции на­
секомых-переносчиков, таких как малярийные комары, 
искусственные генетические элементы, инсерция которых 
приводит к нокауту определенных генов. Такие элементы 
(генные драйверы) способны конвертировать сопутству­
ющий нормальный аллель и копировать себя, поэтому 
они быстро распространяются в популяции (рис. 3), 
даже если их наличие в геноме приводит к уменьшению 
приспособленности особи (Unckless et al., 2015). Идея ис­
пользования искусственного автономного генетического 
элемента на основе программируемой нуклеазы была 
высказана более 10 лет назад (Burt, 2003), однако полно­
ценная реализация данного подхода стала возможной 
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Fig. 3. Gene-drive system based on CRISPR/Cas9. 
(a) Inheritance pattern of gene-drive construct (GD). (b–g) GD replacement of the wild-type allele (wt): (b) GD construct structure;  
(c) accumulation of Cas9 protein and sgRNA in cells; (d) Cas9-sgRNA complex binds target site on the wt allele; (e) Cas9 introduces DNA 
double-strand break into the wt allele; (f) DNA break is sealed by homology-directed repair using transgenic allele as template; (g) as a 
result, GD construct spreads to both alleles, achieving homozygosity. 

только после создания простой и эффективной системы 
редактирования генома CRISPR/Cas9. Проверка принципа 
предложенной идеи была проведена на дрозофиле (Gantz, 
Bier, 2015). С помощью традиционного способа полу­
чения трансгенных мух – микроинъекции генетической 
конструкции в оплодотворенное яйцо – были получены 
мухи, у которых в геномный локус yellow (y) была введена 
генетическая конструкция, состоящая из трех основных 

элементов. Это, во-первых, кодирующая часть белка Cas9 
под контролем промотора, обеспечивающего активность 
гена и в соматических, и в герминальных клетках; во-
вторых, sgРНК, комплементарная выбранному участку 
гена yellow. Наконец, фланкировали конструкцию плечи 
гомологии – протяженные последовательности, гомоло­
гичные участкам справа и слева от вносимого разрыва 
в гене y. Поскольку интеграция конструкции приводит 
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к нокауту по гену у, наследование конструкции можно 
проследить по фенотипу мух. При скрещивании мух, 
гомозиготных по наличию трансгена (y–/y–), с мухами 
дикого типа (y+/ y+) ожидается, что все потомки будут 
гетерозиготами по трансгену (y+/y–), однако в данном 
случае классические законы Менделя (Mendel, 1865) 
нарушаются, так что практически все (97 %) потомки 
имели фенотип y–/y– и были гомозиготами по трансгену. 
Особенность наследования этой конструкции объясняется 
тем, что на самых ранних стадиях развития за счет актив­
ности Cas9 и sgРНК, уна следованных в составе транс­
генной конструкции от одного из родителей, вносится 
двухцепочечный разрыв в локус y+, унаследованный от 
второго родителя. Далее разрыв репарируется по меха­
низму гомологичной рекомбинации, причем в качестве 
матрицы используется локус, несущий трансген, так как 
он фланкирован последовательностями, гомологичны­
ми району разрыва. При этом происходит копирование 
трансгенной конструкции в нормальный аллель. Следо­
вательно, конструкции такого типа наследуются не только 
вертикально, от родителя к потомкам, но и горизонтально, 
в ядре клетки от трансгенного локуса в локус дикого типа 
(Gantz, Bier, 2015). 

Применение этой технологии было опробовано на двух 
видах комаров Anopheles stephensi (Gantz, Bier, 2015) 
и Anopheles gambiae (Hammond et al., 2015). В обеих 
работах была продемонстрирована высокая эффектив­
ность наследования трансгенной конструкции. Однако 
дизайн экспериментов несколько отличался. V.M. Gantz 
с коллегами (2015), помимо элементов, обеспечивающих 
интеграцию (Cas9, sgРНК и плечи гомологии), ввели 
в конструкцию два гена одноцепочечных антител против 
антигенов возбудителя малярии Plasmodium falciparum. 
Такая конструкция, будучи введенной в нейтральный 
локус генома, не будет сказываться на приспособленности 
комара, но сделает его неспособным к передаче маля­
рийного плазмодия. Хотя такая стратегия кажется при­
влекательной, поскольку мало влияет на комаров как вид, 
она, возможно, окажется не столь эффективной в борьбе 
с распространением малярии, поскольку может вызвать 
быструю эволюцию антигенов плазмодия, в результате 
которой они станут нечувствительными к используе­
мым антителам (Alphey, 2016). A. Hammond с коллегами 
(2015) тоже предлагают использовать Cas9-подход для 
уменьшения численности популяции малярийных кома­
ров. Для этого трансгенную конструкцию вводят в гены, 
нокаут по которым в гомозиготном состоянии приводит 
к стерильности самок. Моделирование распространения 
этого элемента в популяции показало, что доля его носи­
телей может увеличиться с 0,05 до 0,9 менее, чем за два 
года. При этом доля фертильных самок станет меньше 
20 % и далее продолжит уменьшаться вплоть до полного 
уничтожения популяции (Burt, 2003; Deredec et al., 2008). 
Вопросы безопасности применения таких крайне инва- 
зив ных конструкций, потенциально способных унич­
тожить биологический вид, безусловно, должны быть 
детально проанализированы до принятия решения об их 
использовании. Поэтому уже сейчас разрабатываются 
подходы для контроля распространения в популяции 
генетических драйверов на основе Cas9 (Wu et al., 2016). 

Подробное обсуждение технологии генетических драйве­
ров можно найти в недавнем обзоре группы американских 
ученых (Champer et al., 2016).

Заключение
Появление системы CRISPR/Cas9 в арсенале генной 
инженерии оказало огромное влияние на биологию. 
С 2013 г., когда были опубликованы первые свидетель­
ства о «программируемости» Cas9 для редактирования 
генома, систему CRISPR/Cas9 начали использовать 
в тысячах лабораторий по всему миру (по данным сайта 
Addgene). Редакции многих уважаемых журналов (на­
пример, «Sciencе» и «Nature»), называют это не менее 
чем Cas9-помешательством (Cas9 «craze» и «frenzy»). 
Мы предлагаем обзор наиболее важных, на наш взгляд, 
областей биологии, в которых система CRISPR/Cas9 ока­
залась особенно востребована. Среди них, конечно, генная 
терапия, хромосомная инженерия и геномные скрининги, 
а также создание трансгенных животных. К сожалению, 
в рамках обзора мы не смогли подробно обсудить ис­
пользование CRISPR/Cas9 для активации и репрессии 
экспрессии генов, эпигенетической модификации состо­
яния хроматина и флуоресцентного мечения специфиче­
ских участков хромосом. Не упомянуты также создание 
трансгенных животных-биопродуцентов и многое другое, 
включая и совсем отдаленные перспективы – воскреше­
ние вымерших видов животных (странствующего голубя 
или мамонта) – на основе геномов современных видов. 
В ближайшем будущем можно ожидать идентификации 
новых уникальных ДНК и РНК-редактирующих нуклеаз 
среди тысяч белков из CRISPR/Cas-систем.
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