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Бактериофаги ‒ вирусы, инфицирующие бактериальные клетки, ‒ самые распространенные био-
логические объекты на Земле. Использование фагов в фундаментальных исследованиях и инду-
стрии требует методов, позволяющих проводить редактирование их геномов. По сравнению с гене-
тической инженерией бактерий, модификацию геномов фагов значительно затрудняет недостаток
маркеров селекции и необходимость трудозатратной ручной проверки рекомбинантых/мутировав-
ших вариантов. Развитие технологий CRISPR-Cas позволило решить эту проблему за счет исполь-
зования принципа негативной селекции, т.е. подавления размножения фагов с родительским вари-
антом генома. В данной статье мы опишем методы, используемые для редактирования геномов фа-
гов, а также их варианты, сопряженные с использованием технологий CRISPR-Cas. Мы также
приводим собственные результаты применения данных технологий, позволивших внести точечные
мутации, делеции и инсерции в геномы модельных фагов Escherichia coli T7, T5 и T3.

Ключевые слова: бактериофаг, CRISPR-Cas, редактирование генома, рекомбиниринг, фаговая те-
рапия, гомологичная рекомбинация, “перезагрузка” фага, T7, T5, T3
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Bacteriophages – viruses that infect bacterial cells – are the most abundant biological entities on Earth. The
use of phages in fundamental research and industry requires tools for precise manipulation of their genomes.
Yet, compared to bacterial genome engineering, modification of phage genomes is challenging because of the
lack of selective markers and thus requires laborious screenings of recombinant/mutated phage variants. The
development of the CRISPR-Cas technologies allowed to solve this issue by the implementation of negative
selection that eliminates the parental phage genomes. In this manuscript, we summarize current methods of
phage genome engineering and their coupling with CRISPR-Cas technologies. We also provide examples of
our successful application of these methods for introduction of specific insertions, deletions, and point mu-
tations in the genomes of model Escherichia coli lytic phages T7, T5, and T3.

Keywords: bacteriophage, CRISPR-Cas, genome editing, recombineering, phage therapy, homologous re-
combination, phage rebooting, T7, T5, T3
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Хронический гепатит В (ХГВ) вызывается вирусом гепатита В (ВГВ) и представляет одну из ключе-
вых проблем мирового здравоохранения. Современные методы терапии не позволяют полностью
элиминировать ВГВ из инфицированных клеток и, следовательно, излечить хроническую форму
инфекции. Системы сайт-специфических нуклеаз CRISPR/Cas9 могут эффективно разрезать целе-
вые последовательности ДНК, в том числе вирусные геномы. Разрезание основной формы генома
ВГВ – кольцевой ковалентно замкнутой ДНК (ккзДНК) – приводит к значительному подавлению
вирусной репликации, разрушению либо мутационной инактивации ккзДНК. К числу наиболее
перспективных для “стерилизующего” излечения ХГВ, т.е. для полной элиминации вируса из орга-
низма, относятся подходы на основе CRISPR/Cas9. На модели ВГВ у мышей in vivo нами изучено
противовирусное действие комплексов высокоспецифичного белка Cas9 и РНК-проводника, на-
правленных на геном ВГВ. Показано, что однократная инъекция короткоживущих рибонуклеопро-
теиновых комплексов CRISPR/Cas9 уже к 48 ч снижает уровни ДНК ВГВ в сыворотке и печени мы-
шей примерно в 10 раз, при этом в оставшихся ДНК ВГВ детектируются редкие мутации по типу
вставок и делеций. Создание препаратов для лечения ХГВ на основе рибонуклеопротеиновых ком-
плексов CRISPR/Cas9 в перспективе может существенно сократить сроки лечения и привести к
полной элиминации вируса из организма.

Ключевые слова: генетическое редактирование, противовирусные препараты, геномные техноло-
гии, NGS
DOI: 10.31857/S002689842206012X

ВВЕДЕНИЕ
Хронический гепатит В (ХГВ) – тяжелое забо-

левание печени, вызываемое инфицированием
гепатоцитов человека вирусом гепатита В (ВГВ).
ХГВ встречается во всех странах земного шара,
при этом наибольшее распространение ХГВ заре-
гистрировано в Азиатско-Тихоокеанском регио-
не, странах Африки и бассейне Амазонки, где до
8% населения являются носителями HBsAg ВГВ.
В странах Восточной и Южной Европы, Ближне-
го Востока, Японии и ряде стран Южной Амери-
ки распространенность ХГВ варьирует в пределах
2–7%. В странах Северной Америки, Северной и
Западной Европы, Австралии доля лиц с ХГВ в
общей популяции составляет 0.5–2%. Распро-

страненность ХГВ в Российской Федерации со-
ставляет около 2% [1]. Несмотря на существование
эффективной вакцины, а также ряда безопасных
лекарственных препаратов, способных подавлять
репликацию ВГВ, ХГВ остается одной из главных
проблем мирового здравоохранения. При пре-
кращении приема противовирусных препаратов
происходит восстановление репликации ВГВ, ас-
социированной с высокими рисками развития
рака и цирроза печени [2]. Причина хронизации
инфекции и высокой персистенции вируса –
сложный жизненный цикл ВГВ, ориентирован-
ный на сохранение в ядре инфицированных кле-
ток основной формы вирусного генома – кольце-
вой ковалентно замкнутой ДНК (ккзДНК).
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ккзДНК ВГВ представляет собой минихромосо-
му, с которой считываются все вирусные РНК.
Длительное (в течение всей жизни инфицирован-
ных) поддержание пула ккзДНК связано с высо-
кой стабильностью минихромосом, а также с су-
ществованием механизмов восполнения пула
ккзДНК за счет образования ккзДНК de novo из
формы-предшественника. Пул ккзДНК восста-
навливается за счет реинфекции (повторного за-
ражения клеток), а также реимпорта геномной
формы-предшественника в ядро [3].

Системы CRISPR/Cas9 считаются перспек-
тивными молекулярными инструментами, поз-
воляющими осуществлять разработку препаратов
для лечения ХГВ. Выраженная противовирусная
активность различных систем CRISPR/Cas9 не-
однократно показана на моделях ВГВ-инфек-
ции in vitro и in vivo [4–12]. В ранних работах
CRISPR/Cas9 доставляли с использованием
ДНК-векторов на основе вирусов, тогда как в по-
следнее время основное внимание привлекают
невирусные методы доставки кодирующих мРНК
Cas9/РНК-проводников [13] и РНП [14, 15]. Неви-
русные методы имеют несомненные преимуще-
ства как по эффективности действия CRISPR/Cas9,
так и по безопасности (меньшая иммуноген-
ность, меньшая вероятность внецелевого дей-
ствия и др.) [16].

В нашей работе на модели ВГВ у мышей in vivo
впервые оценен противовирусный эффект одно-
кратного введения РНП CRISPR/Cas9.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Получение РНК-проводника с помощью реак-
ции транскрипции in vitro. Продукт ПЦР, кодиру-
ющий РНК-проводник под T7-промотором, по-
лучен с помощью Q5-полимеразы на основе про-
дукта U6-PCR, как описано ранее [2]. В синтезе
использовали праймеры ultramerT7_f и St1_r.
ПЦР-продукт под Т7-промотором служил матри-
цей для in vitro транскрипции (IVT) с использова-
нием набора для синтеза РНК HiScribe Quick T7
High Yield (“NEB”, США) по протоколу произво-
дителя. Продукт реакции IVT инкубировали в те-
чение ночи, а затем обрабатывали ДНКазой I
(“New England Biolabs”, Великобритания) в тече-
ние 15 мин при 37°C с последующей очисткой
изопропанолом. К реакционной смеси добавляли
изопропанол и 0.5 М NaCl, центрифугировали в
течение 30 мин. Далее осадок дважды промывали
70 и 95%-ным этанолом. Высушенный на воздухе
осадок ресуспендировали в воде, свободной от
РНКаз, и хранили при –80°С. Нуклеотидные по-
следовательности спейсеров РНК-проводников и
праймеры описаны ранее [6].

Получение и очистка белка Cas9. Белок нараба-
тывали в клетках pLysS Escherichia coli BL21 (DE3)

(“Novagen”). Клетки выращивали в среде LB (с
добавлением соответствующего антибиотика,
0.5% сахарозы, 0.5% глицерина, 1 мМ хлорида
магния, 50 мМ дигидрофосфата натрия, 50 мМ
дигидрофосфата калия, 25 мМ сульфата аммо-
ния) при 30°C до OD600 = 1.2. Экспрессию белка
индуцировали 0.1 мМ IPTG в течение 16 ч при
18°С. Белок очищали с помощью аффинной и
ионообменной хроматографии. Клетки ресус-
пендировали в 50 мМ буфере Трис-HCl pH 8.0,
содержащем 500 мМ NaCl, 1 мМ PMSF, 0.2% Tri-
ton X-100, 0.1% Tween-20, обрабатывали ультра-
звуком на льду и центрифугировали при 15000 g в
течение 40 мин. Осветленный лизат обрабатыва-
ли 0.05%-ным полиэтиленимином в течение
30 мин при 4°C, полученную суспензию центри-
фугировали при 15000 g в течение 40 мин. Супер-
натант связывали с Ni-хелатирующей сефарозой
(“GE Healthcare”, США), промывали в 50 мМ бу-
фере Трис-HCl pH 8.0, содержащем 500 мМ NaCl,
0.05% Igepal CA-630, и элюировали 50 мМ Трис-
HCl pH 8.0 со 150 мМ NaCl, 0.3 М имидазола,
10% глицерина. Затем белок связывали с SP-се-
фарозой (“GE Healthcare”) в 50 мМ Трис-HCl-бу-
фере pH 7.5, содержащем 150 мМ NaCl, 0.01% Тri-
ton Х-100, 2 мМ ДТТ, элюировали линейным гради-
ентом NaCl (150 мМ–1 М). Добавляли глицерин до
50% и хранили при –20°С.

Реакция разрезания ДНК-мишени in vitro. Плаз-
мида 1.1-мерВГВ, содержащая 1.1 генома ВГВ (ге-
нотип D, подтип ayw), предоставлена Dieter Glebe
(Giessen University, Германия). Рекомбинантный
белок Cas9 смешивали с транскрибированным
in vitro РНК-проводником в молярном соотноше-
нии 1 : 1 в буфере NEB3.1 и инкубировали в тече-
ние 10 мин для сборки РНП-комплексов. Затем в
реакцию добавляли 200 нг плазмиды 1.1-мерВГВ.
Реакционную смесь инкубировали в течение 1 ч
при 37°С с последующей инактивацией при 95°С
в течение 3 мин. Продукты разрезания визуализи-
ровали с помощью гель-электрофореза в 0.8%-
ном агарозном геле.

Эксперименты на мышах. Эксперименты про-
водили согласно [17] на мышах линии BALB/c
(самцы 6–8 недель, по три особи в группе) с неболь-
шими модификациями. Плазмиду 1.1-мерВГВ
(4 мкг) вводили в хвостовую вену мышей в
0.9%-ном растворе NaCl, эквивалентном по мас-
се 8% массы тела животного, в течение 5–8 с. Че-
рез 6 ч после гидродинамической инъекции в
пробирках смешивали белок StCas9 и РНК-про-
водник St10 (либо контрольный РНК-проводник
Stnc) в соотношении 3.15 мкг белка к 0.63 мкг
РНК-проводника на мышь, смесь инкубировали
в течение 10 мин для образования РНП-комплек-
сов. Полученные РНП смешивали с 36 мкл реак-
тива Lipofectamine3000 и инкубировали в течение
10 мин. Полученные липосомы вводили в хвосто-
вую вену мышей. Через 48 ч после инъекции ВГВ-
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кодирующих плазмид животных усыпляли в эк-
сикаторе с хлороформом, подвергали дислока-
ции шейных позвонков, затем проводили экс-
плантацию органов, забор крови и отделение
плазмы. Печень мышей погружали в среду O.C.T.
(“SCIgen”, США), замораживали в жидком азоте
и хранили при –80°С.

Выделение нуклеиновых кислот. Нуклеиновые
кислоты выделяли с помощью набора РИБО-
преп (“AmpliSens”, Россия) по протоколу произ-
водителя. Образцы печени животных гомогени-
зировали с помощью прибора MagNA Lyser
(“Hoffmann-La Roche”, Швейцария) по протоколу
производителя, к гомогенату добавляли лизирую-
щий буфер. ДНК ВГВ выделяли из плазмы мышей
с помощью набора РИБО-преп (“AmpliSens”) по
протоколу производителя. Образцы нуклеиновых
кислот, выделенных из гомогената печени, исполь-
зовали для анализа внутрипеченочной ДНК ВГВ с
нормированием на ген β-глобина, в образцах плаз-
мы определяли количество ДНК ВГВ.

ПЦР-анализ. Полуколичественную ПЦР про-
водили со специфическими праймерами и зонда-
ми TaqMan для ДНК ВГВ и гена β-глобина [7, 12]
на приборе Rotor Gene 6000. Использовали прай-
меры на ДНК ВГВ и ген β-глобина из коммерче-
ского набора AmpliSens HBV-FL и V31-FEP-CE –
АMPLISENS® HPV HCR-SCREEN (“AmpliSens”).

Иммуногистохимия. Криостатные срезы тол-
щиной 6 мкм получены из блоков O.C.T. печени
мышей. Срезы фиксировали в 4%-ном растворе па-
раформальдегида в течение 10 мин при комнатной
температуре. Срезы после отмывки в Трис-HCl
(50 мМ, рН 8.0, 3 раза по 10 мин) инкубировали с
блокирующим буфером (0.02% Тriton Х-100, 10%
сыворотки лошади, 150 мМ NaCl в растворе
Трис-HCl (50 мМ, рН 8.0)) в течение 30 мин. Да-
лее срезы инкубировали в течение 1 ч при ком-
натной температуре с первичными анти-HBcAg-
антителами мыши (ab8637) и первичными анти-
FLAG-антителами кролика (ab1162), отмывали
3 раза по 10 мин промывочным буфером (0.02%
Тритон Х-100, 200 мМ NaCl в растворе Трис-HCl
(50 мМ, рН 8.0)), а затем инкубировали со вто-
ричными антимышиными антителами козы
AlexaFluor488 (ab150105), вторичными антикро-
личьими антителами козы AlexaFluor594
(ab150080) и реактивом Hoechst33324 (“Abcam”
ab228351, Великобритания) в течение 1 ч при
комнатной температуре. Срезы повторно про-
мывали 3 раза по 10 мин промывочным буфе-
ром и фиксировали реагентом Fluoroshield
(“Abcam” ab104135), визуализировали на флуо-
ресцентном микроскопе Leica DMI6000 с им-
мерсионными объективами ×20. Работу прово-
дили с использованием оборудования ЦКП
ИБР им. Н.К. Кольцова РАН.

Высокопроизводительное секвенирование. Ре-
гион ДНК ВГВ, кодирующий РНК-проводник
St10, амплифицировали с помощью высокоточ-
ной полимеразы Q5 (“New England Bio-
labs,”CША) из образцов ДНК из ткани печени.
Использовали праймеры:

Seq_f: 5′-TTAACAGGCCTATTGATTGGAAA-3′;
Seq_r: 5′-CAGAGGAGCCGAAAAGGTTC-3′. Ам-
пликоны очищали на агарозном геле и выделяли
с помощью набора Qiagen Gel Extraction Kit
(“QIAGEN”, CША), концентрацию ампликонов
измеряли на флуориметре Qubit 2.0 (“Life Tech-
nologies”, США). Далее проводили лигирование
адапторов для секвенирования на платформе Illu-
mina. Полученные библиотеки секвенировали с
помощью парных прочтений на инструменте
MiSeq (“Illumina”, CША). Выравнивание на ре-
ференсную последовательность и получение сбо-
рок проводили в программе Geneious. Количество
вставок и делеций нуклеотидов в сборках подсчи-
тывали с помощью кода Python (доступен на
GitHub, https://github.com/babinyurii/crispr_cas9).

Статистический анализ. Статистическую обра-
ботку проводили с помощью t-критерия Стью-
дента с использованием программного обеспече-
ния GraphPad Prism 7; попарные апостериорные
сравнения проводили с помощью критерия Тью-
ки. Различия считали статистически значимыми
при p < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Оценка разрезания генома ВГВ 

РНП-комплексами CRISPR/Cas9

В работе мы использовали белок Cas9 Strepto-
coccus thermophilus (StCas9) и высокоэффектив-
ный РНК-проводник St10, описанные ранее [6].
Для оценки возможности разрезания плазмиды
1.1-мерВГВ (плазмида содержит 1.1-мер генома
ВГВ под контролем цитомегаловирусного промо-
тора) получены РНП CRISPR/Cas9, состоящие
из рекомбинантного белка StCas9 и РНК-провод-
ника St10, транскрибированного в реакции in vitro.
При инкубации РНП CRISPR/Cas9 с ВГВ-коди-
рующей плазмидой (1 ч при 37°C) система StCas9-
St10 эффективно разрезала ДНК-мишень, о чем
можно судить по изменению электрофоретиче-
ской подвижности линеаризованной плазмиды
(рис. 1). Следовательно, полученные комплексы
РНП CRISPR/Cas9 эффективно разрезают ми-
шень ВГВ в плазмиде.

РНП CRISPR/Cas9 снижают уровни ДНК 
и HBcAg ВГВ in vivo

Плазмиду 1.1мерВГВ вводили в хвостовую ве-
ну мышей BALB/c с помощью гидродинамиче-
ской инъекции. Через 6 ч с использованием реак-
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тива Lipofectamine 3000 проводили инъекцию
РНП StCas9-St10. Контролем служили комплек-
сы РНП StCas9-Stnc с некодирующим РНК-про-
водником. Противовирусное действие анализи-
ровали через 48 ч после начала эксперимента по
уровню ДНК ВГВ в сыворотке крови и ткани пе-
чени, а также по иммуногистохимическому окра-
шиванию на HBcAg ВГВ. Для определения ме-
ченных FLAG StCas9-белков в гепатоцитах мыши
проводили иммуногистохимическое окрашивание
с антителами к FLAG (схема эксперимента пред-
ставлена на рис. 2а).

В результате, к 48 ч после однократного введе-
ния РНП StCas9-St10 наблюдали снижение уров-
ня ДНК ВГВ в сыворотке крови (ns, p = 0.0520)
(рис. 2б) и в ткани печени примерно в 10 раз (p =
= 0.0203) (рис. 2в).

С использованием иммуногистохимического
окрашивания на срезах печени выявлены много-
численные HBcAg-позитивные клетки, что под-
тверждает эффективную доставку ВГВ-кодирую-
щих плазмид в гепатоциты при помощи гидроди-
намической инъекции. Сравнение групп StCas9-
St10 и StCas9-Stnc показало незначительное сни-
жение содержания (%) HBcAg-позитивных клеток
в группе с ВГВ-таргетирующим РНК-проводни-
ком St10, однако эти различия оказались статисти-

чески незначимыми (p = 0.1021). Окрашивание на
белок StCas9 не выявило клеток с внутриядерной
локализацией StCas9, что может свидетельствовать
либо об исчезновении короткоживущих РНП из
ткани печени, либо о низкой эффективности до-
ставки РНП в составе липосом.

Таким образом, на модели гидродинамической
инъекции ВГВ in vivo нами впервые показана про-
тивовирусная активность однократно введенных
короткоживущих комплексов РНП CRISPR/Cas9. 

Анализ генетического редактирования ДНК ВГВ 
при использовании StCas9 РНП in vivo

Разрезание генома ВГВ системами CRISPR/Cas9
приводит к значительному подавлению реплика-
ции вируса. Разрывы генома ВГВ, вызванные
действием сайт-специфических нуклеаз, либо ре-
парируются, как правило, со сдвигом рамок счи-
тывания [4], либо разрушаются [7]. Для оценки
частоты мутаций в геноме ВГВ в ответ на РНП
CRISPR/Cas9 из ткани печени мышей выделена
ДНК ВГВ. Участок вирусного генома, фланкиру-
ющий мишень St10, был амплифицирован с по-
мощью специфических праймеров и проанализи-
рован с помощью высокопроизводительного се-
квенирования.

В результате, в образцах, полученных от кон-
трольных мышей с StCas9-Stnc, не обнаружили
мутаций по типу делеций и вставок нуклеотидов в
целевом сайте В то же время, в группе мышей с
таргетирующим РНК-проводником St10 детекти-
руются редкие делеции и вставки нуклеотидов.
Таким образом, частоты генетического редакти-
рования внутрипеченочной ДНК ВГВ составля-
ют 0.319693 – для делеций и 0.155376 – для вста-
вок нуклеотидов на 1000 прочтений.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Эффективность противовирусного действия

CRISPR/Cas9 на моделях ХГВ определяется мно-
жеством вирусологических, иммунологических,
молекулярных и технических факторов (подробно
рассмотрено в обзоре [16]). Наиболее перспектив-
ной для создания препаратов, эффективных при
ХГВ, представляется доставка РНП CRISPR/Cas9 в
гепатоциты человека с помощью функционали-
зированных (гепатотропных) наночастиц. Быст-
рое разрезание вирусных геномов при минималь-
ных рисках внецелевого разрезания короткоживу-
щими РНП может обеспечивать широкое окно
терапевтического действия с минимальными рис-
ками развития токсических эффектов. Дополни-
тельные уровни безопасности могут обеспечиваться
высокоспецифичными вариантами Cas-белков
(слитые белки и белки с увеличенной специфич-
ностью, такие как eSpCas9, Hypa-Cas9, Sniper-
Cas9, evoCas9 и др.) [6, 16, 18], а также улучшен-

Рис. 1. Нуклеолитическое действие РНП StCas9 с
РНК-проводником St10 с ВГВ-кодирующей плазми-
дой. М – маркер длин фрагментов ДНК; ВГВ – ВГВ-
кодирующая плазмида; St10 – ВГВ-кодирующая
плазмида, разрезанная комплексом StCas9 с РНК-
проводником St10.

М ВГВ St10
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ными версиями РНК-проводников, в том числе,
с помощью химических и генетических модифи-
каций структуры РНК-проводников и отдельных
нуклеотидов [19].

Создание эффективных и безопасных методов
системной доставки РНП CRISPR/Cas9 является
одним из ключевых направлений в области разра-
ботки лекарственных средств на основе техноло-
гий генетического редактирования. В последние
годы создан ряд перспективных средств доставки,
включая вирусоподобные частицы, биологиче-
ские частицы, наночастицы на основе биополи-
меров, композитных материалов и др. [20, 21].

Нами впервые изучено противовирусное дей-
ствие РНП CRISPR/Cas9 при его однократном
введении на модели ВГВ у мышей in vivo. Одно-
кратное введение РНП CRISPR/Cas9, даже с уче-
том неоптимальной системы доставки в виде

коммерческих липосом, снижало примерно в
10 раз вирусную нагрузку по параметру ДНК ВГВ
в сыворотке крови и печени мышей (рис. 2б, в).
Процент ВГВ-позитивных клеток (по параметру
HBcAg) практически не изменялся, что можно
объяснить как длительным периодом полужизни
вирусных белков, так и неполной элиминацией
вируса из инфицированных клеток. При анализе
целевых мутаций, обусловленных действием
CRISPR/Cas9, обнаружены редкие делеции и
вставки нуклеотидов (частота ~0.1–0.3/1000 прочте-
ний). Важно отметить, что схожие значения частоты
мутаций в целевом сайте наблюдались в ходе дли-
тельной (до 62 суток) продукции CRISPR/Cas9 с
аденоассоциированного вектора у гуманизиро-
ванных мышей, инфицированных ВГВ [22]. Низ-
кая частота мутаций в сайте целевого разрезания
на моделях ВГВ с одновременным значительным

Рис. 2. Противовирусное действие РНП CRISPR/Cas9 на модели гидродинамической инъекции ВГВ-кодирующей
плазмиды. а – Схема эксперимента. Анализ уровней ДНК ВГВ: ДНК ВГВ в сыворотке крови (б) и внутрипеченочная
ДНК ВГВ (в) через 48 ч после инъекции. Планки погрешностей соответствуют стандартным отклонениям. ns – стати-
стически незначимые отличия. Рис. а создан в программе BioRender. ИГХ – иммуногистохимический анализ.
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подавлением вирусной нагрузки, скорее всего, свя-
зана с преимущественным разрушением вирусных
геномов, как описано ранее [7].

Системы CRISPR/Cas9 позволяют в короткие
сроки элиминировать бóльшую часть геномов
ВГВ из инфицированных клеток. Использование
CRISPR/Cas9 в виде РНП в сочетании с невирус-
ными методами доставки может существенно со-
кратить процесс лечения пациентов с ХГВ и обес-
печить полную элиминацию ВГВ из организма.
Учитывая, что уже существуют подходы к созда-
нию эффективных и безопасных комплексов
CRISPR/Cas9 для разрезания ВГВ, ключевым ба-
рьером на пути использования систем генетиче-
ского редактирования в клинической практике
является отсутствие эффективных и безопасных
средств системной доставки РНП.
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Antiviral Activity of CRISPR/Cas9 Ribonucleoprotein Complexes 
at Hepatitis B Virus Model in vivo
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Chronic hepatitis B (CHB) caused by hepatitis B virus (HBV) infection, is one of the key issues of global
health. Complete elimination of HBV from infected cells and, therefore, cure of chronic infection cannot be
achieved with the use of modern antivirals. CRISPR/Cas9 systems of site-specific nucleases can effectively
cleave target DNA, including viral genomes. Cleavage of the major form of HBV genome, covalently closed
circular DNA (cccDNA), results in robust reduction in viral replication, degradation or mutational inactiva-
tion of cccDNA. CRISPR/Cas9-based approaches are one of the most promising for achieving a “sterilizing”
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cure of CHB, i.e. complete elimination of the virus from the body. In this study, we analyzed antiviral activity
of a high-specificity Cas9 protein and an sgRNA targeting HBV genome, at HBV mouse model in vivo. We
found that a single injection of short-lived ribonucleoprotein complexes of CRISPR/Cas9 results in ~10-fold
reduction in HBV DNA levels in serum and liver of mice as early as 48 hours after the start of the experiment.
The remaining HBV DNA templates were found to harbor rare indel mutations at the target site. Developing
new antivirals for treating CHB based on CRISPR/Cas9 ribonucleoprotein complexes could substantially re-
duce duration of CHB therapy and, potentially, achieve complete elimination of viral infection.

Keywords: gene editing, antiviral drugs, deletions, insertions, genome technologies, NGS
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В обзоре рассмотрено применение системы CRISPR/Cas для получения нокдаунов целевых бакте-
риальных генов путем CRISPR-опосредованной интерференции (CRISPRi). CRISPRi основана на
сохранении способности инактивированной нуклеазы dCas в комплексе с направляющей РНК свя-
зывать целевую мишень, что приводит к обратимой репрессии выбранных генов. Описан принцип
работы CRISPR/Cas и CRISPRi/dCas, приведены примеры применения CRISPRi с наиболее попу-
лярными у исследователей инактивированными нуклеазами dCas9 и dCas12a. Уделено внимание
использованию CRISPRi-скрининга в полногеномных исследованиях, а также модульной системе
выявления многих важных закономерностей на уровне генома Mobile-CRISPRi. Обсуждается ис-
пользование CRISPRi для оптимизации биотехнологического производства малонил-КоА, L-лизи-
на, L-глутамата и других продуктов.

Ключевые слова: CRISPR, CRISPR-интерференция, CRISPRi-скрининг, Mobile-CRISPRi, dCas9,
dCas12a
DOI: 10.31857/S0026898422060167

ВВЕДЕНИЕ
Система редактирования геномов CRISPR/Cas

основана на адаптивном иммунитете бактерий и
архей [1]. При первой встрече с патогеном бакте-
риальная клетка сохраняет фрагменты его ДНК в
особых локусах CRISPR (clustered regularly inter-
spaced short palindromic repeats). Эти фрагменты
называются спейсерами и фланкируются корот-
кими палиндромными повторами. Также локусы
CRISPR кодируют белки Cas (CRISPR-associated),
нуклеазу и вспомогательный комплекс белков,
которые узнают и разрезают инородную ДНК при
повторной встрече с патогеном, фрагменты гено-
ма которого уже сохранены в CRISPR (рис. 1). В
этом участвуют также две короткие РНК: crRNA
(CRISPR RNA), которая связывает ДНК-мишень,

и трансактивирующая tracrRNA, с которой взаимо-
действует нуклеаза. Вместе эти РНК образуют оди-
ночный гибрид crRNA:tracrRNA, который называ-
ется gRNA, или sgRNA (направляющая РНК) [2].
Нуклеаза Cas инактивирует нежелательную ДНК,
внося в нее двухцепочечный разрыв. Второе обя-
зательное условие работы Cas-белка – наличие
особого, прилегающего к протоспейсеру мотива
PAM (protospacer adjacent motif), короткой последо-
вательности из двух–шести нуклеотидов, специ-
фичной для разных Cas-нуклеаз.

CRISPR-системы подразделяются на два класса.
Системы класса 1 содержат нуклеазу из нескольких
субъединиц, в системах класса 2 нуклеазы состоят
из одной субъединицы. Классы, в свою очередь,
представлены несколькими типами: класс 1 – типа-
ми I, III и IV, класс 2 – типами II, V и VI [3].

В большинстве исследований используется
система CRISPR/Cas9 из Streptococcus pyogenes,
которая относится к типу II и распознает PAM
NGG. Нуклеазы, даже принадлежащие к  одно-
му типу, могут существенно различаться. Так,
CRISPR/Cas9 из S. thermophilus [4] распознает более
длинные PAM, самые интересные для направленно-
го редактирования – NNAGAAG, NNAGAAT,
NNAGAAA, NNAGAAC, NNGGAAA (располо-

Сокращения: CRISPR – clustered regularly interspaced short
palindromic repeats (короткие палиндромные повторы, ре-
гулярно расположенные группами); Cas – CRISPR-associ-
ated (ассоциированные с CRISPR); crRNA – CRISPR RNA
(CRISPR-РНК); tracrRNA – trans-activating CRISPR RNA
(трансактивирующая CRISPR-РНК); gRNA – guide RNA
(направляющая РНК); sgRNA – single guide RNA (одиноч-
ная направляющая РНК); PAM – protospacer adjacent motif
(мотив, примыкающий к протоспейсеру); CRISPRi –
CRISPR-interferention (CRISPR-интерференция); RBS –
ribosome binding site (сайт связывания рибосомы).

УДК 577.21

РЕДАКТИРОВАНИЕ ГЕНОМОВ БАКТЕРИЙ

EDN: UTHYWD
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жены по убыванию силы связывания). Класси-
фикация CRISPR-систем дополнительно услож-
няется изменчивостью их элементов.

Простые и удобные в использовании системы
CRISPR/Cas широко применяются в точечном
редактировании прокариотических и эукариотиче-
ских геномов. Система CRISPR/Cas считается
очень удобным инструментом модификации ДНК,
однако она не лишена недостатков. Во-первых, су-
ществует нецелевая активность Cas, обусловлен-
ная частичным нецелевым связыванием sgRNA в
случайных местах генома [5]. Кроме того, Cas9 из
S. pyogenes оказывает токсичное действие на клетки
Escherichia coli, названное эффектом “bad-seed”.
Механизм этого эффекта изучен не до конца, но из-
вестно, что он обусловлен специфическими пятью
проксимальными к PAM нуклеотидами gRNA [6].

Различные модификации данного метода поз-
волили не просто точечно редактировать после-
довательность ДНК, но и управлять экспрессией
целевых генов. В качестве примера такого прило-
жения можно привести CRISPR-интерференцию
(CRISPR-interferention, CRISPRi) [7] – процесс
подавления экспрессии генов с помощью моди-
фицированных CRISPR-систем (рис. 2).

Cas9 состоит из двух доменов, HNH и RuvC.
Замены D10A в домене RuvC и H841A в HNH
приводят к образованию инактивированной фор-
мы dCas9 [8]. Как и CRISPR/Cas, CRISPR/dCas
распознает мишень с помощью gRNA и связыва-
ется с ней, образуя стерический блок, который
препятствует элонгации транскрипции РНК-по-
лимеразой [7]. Таким образом происходит ре-
прессия гена-мишени. Простота и точность этой
системы подавления экспрессии позволяет ре-

шать как фундаментальные, так и прикладные
научные задачи. Правила и ограничения для нее
такие же, как для соответствующих CRISPR/Cas.
Индуцибельность и обратимость подавления экс-
прессии с помощью CRISPRi открывают широ-
кое поле для экспериментов. В данном обзоре
рассмотрены некоторые примеры регуляции экс-
прессии путем подавления транскрипции отдель-
ных генов и изучения функций бактериальных ге-
нов с помощью CRISPRi и систем на ее основе.

CRISPRi НА ОСНОВЕ Cas9

Самый распространенный вариант CRISPRi –
интерференция на основе dCas9. С использова-
нием CRISPRi с dCas9 удалось подавить экспрес-
сию генов в различных организмах. Некоторые
примеры с описанием таких систем приведены
ниже.

Много успешных работ по ингибированию
генной экспрессии системой CRISPRi проведено
на E. coli, как на самом популярном модельном
организме. Depardieu и соавт. подробно рассмот-
рели варианты дизайна векторов для CRISPRi в
Staphylococcus aureus и E. coli [9]. Описаны векторы
pC194 и pLZ12, в которых dcas9 контролируется
aTc-зависимым промотором Ptet, а sgRNA – кон-
ститутивным промотором PpflB. На основе этих
плазмид получена серия векторов pFD. Данные
системы проверены интерференцией важного
для St. aureus гена rpsL. Разработан также метод
подбора векторов с оптимизированными сайтами
связывания рибосом (RBS), что позволяет сни-
зить токсичность при высоких уровнях экспрес-
сии dcas9. Как уже упоминалось, механизм этого

Рис. 1. Схема работы системы CRISPR/Cas9. gRNA узнает комплементарную мишень, имеющую PAM. Cas9 в ком-
плексе с gRNA связывается с мишенью и вносит двухцепочечный разрез.
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Спейсер
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явления точно не установлен, согласно одной из
гипотез, его можно устранить, корректируя уро-
вень экспрессии. При помощи CRISPRi-скри-
нинга осуществлен подбор и оптимизация RBS
для устранения негативных эффектов dCas9 на
примере репортерного гена mCherry. Библиотеку
RBS в плазмиде pFD116 клонировали в клетках
E. coli, после чего отбирали клоны, способные
расти в присутствии aTc и при этом подавлять
экспрессию mCherry. Таким образом отобраны
RBS, которые не вызывают летальной токсично-
сти dCas9, но позволяют эффективно работать
системе интерференции.

Проведено также успешное ингибирование ге-
нов St. aureus путем CRISPRi [10]. На основе плаз-
миды pRMC2 [11] сконструирована плазмида
pSD1. В ней dcas9 экспрессируется под контролем
ATc-индуцируемого промотора PtetO, а экспрес-
сия sgRNA контролируется конститутивным про-
мотором PpflB из St. aureus [12]. Эта система поз-
волила обратимо подавить экспрессию как от-
дельных генов (ген альфа-токсина hla), так и
генов в составе оперона (оперон ccrAB, состоя-
щий из двух генов – ccrA и ccrB).

С целью исследования физиологии Bacillus
subtilis при помощи CRISPRi сделаны нокдауны
всех важных генов этой бактерии [13]. В этой ра-
боте система CRISPR/dCas9 работала под ксило-
зозависимым промотором Pxyl, sgRNA экспресси-
ровалась под сильным конститутивным промото-
ром Pveg. В результате была получена библиотека
нокдаунов основных генов, позволяющая изучать
их функции in vivo, обнаружены новые потенци-
альные мишени лекарственных средств, и прове-
ден функциональный анализ генов.

С помощью CRISPRi и dCas9 из S. pasteurianus
осуществлена успешная регуляция экспрессии
генов у нескольких видов Pseudomonas spp. [14]. В
этой работе использовали двухплазмидную си-
стему, состоящую из векторов pBx-Spas-sgRNA с
направляющей РНК и интегративного pUC18-
mini-Tn7T-Lac-dCas9, несущего dCas9. dcas9, опти-
мизированный для микобактерий [4], был клони-
рован в интегративный вектор pUC18-mini-Tn7T-
Gm-Lac [15]. В зависимости от вида организма
использовали комбинации нескольких промо-
торных систем (TetR-Ptet, LacI-Plac, AraC-Para);
экспрессия dcas9 под разными промоторами раз-
личалась даже у близкородственных видов Pseudo-
monas. Плазмида, несущая sgRNA, pBx-Spas-sgR-
NA, сконструирована путем клонирования sgR-
NA под промотор Ptet в плазмиде pBBR1.

Исследование проведено на различных генах:
gdhA (NADP-зависимая глутаматдегидрогеназа
P. aeruginosa), ftsZ (белок клеточного деления
P. aeruginosa, P. putida и P. fluorescens), ftsJ в каче-
стве примера плохо изученных генов (аннотиро-
ван как важный ген). Эффект CRISPRi показан
на примере двух разных генов одновременно –
pvdH (участвует в синтезе пиовердина) и flgB
(один из белков базального тела жгутиков).
Успешно осуществлено ингибирование всех этих
генов и их комбинаций.

Подавление генной экспрессии в микоплаз-
мах (Mycoplasma pneumoniae) и минимальных син-
тетических клетках JCVI-syn1.0 Mycoplasma my-
coides служит очередным примером регуляции рабо-
ты генов с помощью CRISPRi [16]. Показано
индуцируемое ослабление экспрессии гена mCherry,
кодирующего флуоресцентный белок, и гена

Рис. 2. Схема работы CRISPR-интерференции на основе системы CRISPR/Cas9. Инактивированный dCas в комплек-
се с gRNA узнает мишень и связывается с ней, но не может разрезать из-за отсутствия нуклеазной активности. Таким
образом, dCas служит стерическим препятствием для РНК-полимеразы. Поскольку мишень расположена в промото-
ре, транскрипция не может продолжаться.

Протоспейсер

Спейсер

Промотор

dCas9

gRNA

РНК-
полимераза

HNH

H841A

RuvC

D10A

PAM



МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ  том 56  № 6  2022

CRISPR-ИНТЕРФЕРЕНЦИЯ В РЕГУЛЯЦИИ ЭКСПРЕССИИ 895

ksgA, связанного с чувствительностью к антибиоти-
ку касугамицину, в клетках JCVI-syn1.0 с помощью
CRISPRi [17] (использовали промотор, регулируе-
мый Tet). Также впервые показана успешная работа
CRISPRi на минимальных синтетических клетках.
Для Mycoplasma pneumoniae созданы векторы на ос-
нове системы Cre-lox [18]. Кодон-оптимизирован-
ный dcas9 S. pyogenes под промотором Pxyl/tetO2mod
из вектора pΔMG_217Cre и sgRNA из плазмиды
miniTnPac_dCas9ind работали в модифицирован-
ном минитранспозоне TnPac из системы Cre-lox.
dcas9 амплифицирован из плазмиды pdCas9-bac-
teria [8], далее была собрана конструкция
Pxyl/tetO2-dCas9-mCherry, в которую для подав-
ления экспрессии введена gRNA.

Еще одна важная группа микроорганизмов,
для которой актуально использование новых ме-
тодов редактирования – микобактерии. Мико-
бактерии представляют собой трудный объект
для редактирования генома классическими мето-
дами, что обусловлено низкой эффективностью
гомологичной рекомбинации, медленным ро-
стом некоторых видов и GC-богатым составом
генома. Поэтому успешное применение редакти-
рования и подавления экспрессии генов с участи-
ем CRISPR и CRISPRi востребовано для изуче-
ния генома Mycobacterium tuberculosis и родствен-
ных бактерий.

Для применения CRISPRi в микобактериях на
основе плазмиды pTetR сконструирована плазми-
да pGrna, несущая aTc-зависимый промотор
Pmyc1tetO, dcas9, кассету sgRNA с сайтами для
клонирования специфичных к мишени последо-
вательностей, dcas9-связывающую шпильку и
терминатор транскрипции из S. pyogenes [19]. Си-
стему CRISPRi использовали для интерференции
семи микобактериальных генов с различным уров-
нем экспрессии: Rv1713 (engA), Rv2150c (ftsZ),
Rv2460c (clpP2), Rv3417c (groEL1), Rv3418c (groES),
Rv3596c (clpC1) и Rv3921c (yidC). Достигнуто зна-
чительное подавление экспрессии всех этих ге-
нов. С помощью этой системы исследовали также
важность отдельных генов, критичных для жиз-
неспособности микобактерий – определяли рост
клеток в отсутствие экспрессии предположитель-
но необходимых генов и способность CRISPRi к
подавлению оперонов. Показано, что этот подход
может эффективно применяться в исследованиях,
предполагающих подавление экспрессии генов.

Другой пример CRISPRi в микобактериях –
исследование вклада аденилатциклаз в вирулент-
ность микобактерий туберкулеза [20]. С этой це-
лью использовали двухплазмидную систему [4] из
вектора pRH2502, экспрессирующего dcas9, и
pRH2521, экспрессирующего sgRNA. Для сниже-
ния токсичного эффекта экспрессии dCas9 при-
меняли dCas9 из S. thermophilus.

CRISPRi НА ОСНОВЕ Cas12a
Фермент Cas12a Francisella novicida (Cpf1) –

минимальный фермент CRISPR класса 2 типа V
[21], не требует дополнительно tracrRNA и явля-
ется альтернативой Cas9 в CRISPR. Мишенью
Cas12a служит матричная цепь ДНК. Таким об-
разом, в некоторых случаях для процессинга
crRNA достаточно только массива CRISPR.
CRISPR/Cas12a адаптирована к редактированию
различных организмов [22–24] и к CRISPRi.

Например, для микобактерий разработана
простая, регулируемая и обратимая система
CRISPRi на основе dCas12a [25], представленная
плазмидами pJEBTZ и pJOBTZ. Вектор pJEBTZ
содержит селективный маркер Zeo из psigE, ори-
джин репликации E. coli из pJEB402-dCas10 и ко-
дон-оптимизированный dFn-Cpf1 из pTE4999.
Путем замены промотора MOPS на TetR-регули-
руемый промотор p766 (вектор pJR965) из плаз-
миды pJEBTZ получен вектор pJOBTZ. Вектор
pNFCF, несущий массивы crРНК, получен из
pDTCF путем замены промотора Uv15-Tet на
TetR-регулируемый промотор p766. dCas12a ста-
бильно экспрессировался в M. smegmatis и M. tu-
berculosis. Подавление транскрипции проверили
на штамме с аутолюминесценцией. Использова-
ние нескольких спейсеров давало более выражен-
ный эффект, чем каждый из них по отдельности.
Люминесценция падала в зависимости от количе-
ства спейсеров, нацеленных на оперон; три спей-
сера обеспечивали максимальный нокдаун. Про-
ведено ингибирование транскрипции эндоген-
ных генов M. smegmatis и их множественный
нокдаун. Систему также адаптировали для рабо-
ты в M. tuberculosis, в том числе и для мультиген-
ного подавления генов pknH, fadD2, amiC, luxD и
rv0147.

CRISPRi-СКРИНИНГ
Системы CRISPRi нашли применение и в пол-

ногеномных исследованиях, причем их эффек-
тивность оказалась не ниже, чем в существующих
подходах [26–30]. При этом CRISPRi-скрининг
оказался не столь трудозатратным.

CRISPRi-технология позволяет нацеливать
многочисленные sgRNA практически на любое
место генома, соответствующее критериям их
подбора. В результате этого появляется возмож-
ность создания библиотеки sgRNA для полноге-
номных исследований и выявления многих важ-
ных закономерностей на уровне генома. CRISPRi-
скрининг обладает такими значимыми преиму-
ществами [6], как

– простота подготовки библиотек для секве-
нирования;

– возможность изучать повторяющиеся после-
довательности путем нацеливания sgRNA;
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– возможность нацеливания на определенные
положения или подмножества генов;

– управление экспрессией библиотеки за счет
регулируемости системы.

CRISPRi используется во многих геномных
исследованиях. Так, проведена серия работ по
CRISPRi-скринингу в E. coli [6, 31]. Показано, что
метод позволяет уточнить и скорректировать
функции критически важных генов. Сначала на
основе вектора psgRNAcos создали библиотеку из
~92000 sgRNA [31], подобранных случайным об-
разом из всех возможных для выбранного штамма
sgRNA. Полногеномное исследование, проведен-
ное с помощью этой библиотеки, позволило уста-
новить и/или подтвердить основные правила ра-
боты CRISPR-систем, среди которых важно от-
метить эффект “bad-seed” – уже упоминавшуюся
токсичность dCas9, которую удалось частично
преодолеть в дальнейшем. С помощью такого
скрининга можно определить гены, чувствитель-
ные к минимальному снижению экспрессии, важ-
ные мишени антибиотиков, идентифицировать
случаи нетипичной геномной организации [6].

С помощью CRISPRi-скрининга проведен
также анализ метаболической сети в клетках
E. coli. Исследование ауксотрофных генов пока-
зало чувствительность и точность системы при
сопоставлении генотипа с фенотипом. Иденти-
фицированы гены, отвечающие за химическую
устойчивость [32]. dCas9 из S. pyogenes работал в
серии плазмид pdCas9-J23109-116. Вектор для
экспрессии sgRNA получен из pTargetF путем заме-
ны маркера спектиномицина кассетой экспрессии
ампициллина, лишенной сайта рестрикции BsaI.
Исходный промотор в этом случае заменили синте-
тическим индуцибельным промотором PLlacO-160.

MOBILE-CRISPRi
Mobile-CRISPRi – это набор систем CRISPRi,

которые можно переносить с помощью конъюга-
ции в различные виды бактерий [33]. Система со-
стоит из набора модулей, которые можно комби-
нировать между собой за счет наличия сайтов ре-
стрикции, таких как:

– гены устойчивости к антибиотикам;
– репортерные гены;
– ген sgRNA с существующим спейсером или

сайтами для клонирования новых спейсеров;
– гены регуляции промотора;
– промотор dcas9 и RBS;
– ген dcas9.
Эффективность системы установлена на γ-про-

теобактериях и Firmicutes путем как подавления
отдельных генов, так и работы с библиотекой.
Mobile-CRISPRi облегчает работу с немодельны-
ми организмами. Для создания векторов Mobile-

CRISPRi ориджин репликации pUC в плазмиде
транспозона Tn7 pTJ1 заменили на ориджин ре-
пликации R6K-γ, чтобы векторы не смогли реп-
лицироваться в клетках-реципиентах. Основным
вектором при конструировании производных
Mobile-CRISPRi на основе Tn7 был pJMP1055.
Различные модули, интегрированные в этот век-
тор, перечислены выше. Наборы Mobile-CRISPRi
делятся на векторы на основе ICEBs1 для грампо-
ложительных бактерий, которые встраиваются
после гена тРНК Leu2, и векторы на основе Tn7
для грамотрицательных бактерий, которые встра-
иваются после гена glmS. Эти векторы различают-
ся механизмом переноса [34]. При нацеливании
спейсера sgRNA на определенный ген два олиго-
нуклеотида отжигаются так, что образуется жела-
емая последовательность спейсера sgRNA с лип-
кими концами для дальнейшего лигирования в
плазмиду Mobile-CRISPRi.

ПРИКЛАДНОЕ ИСПОЛЬЗОВАНИЕ CRISPRi

Метод CRISPRi применяется не только в фун-
даментальных исследованиях, но и для оптимиза-
ции биотехнологических производств. Напри-
мер, проведенная Wu и соавт. CRISPRi-оптими-
зация биотехнологического процесса позволила
повысить выход важных метаболитов, в том числе
внутриклеточного малонил-КоА, имеющего
большое значение в промышленном биосинтезе в
качестве предшественнника [35]. С этой целью
провели тонкую настройку путей биосинтеза, на-
правленную на усиление синтеза малонил-КоА,
при помощи полного или частичного подавления
экспрессии генов других путей биосинтеза. Ко-
дон-оптимизированный dcas9 из S. pyogenes
встроили в вектор pACYCDuet-1 под промотор
T7, вместе с ним в совместимом векторе pCOLA-
Duet-1 под Trc-индуцируемым промотором экс-
прессировались sgRNA. Подавление экспрессии
многих генов (ppsA, eno, adhE, mdh, fumC, sdhA,
sucC и citE) привело к увеличению выхода целево-
го продукта за счет корректировки метаболиче-
ских путей.

С помощью CRISPRi регулировали также экс-
прессию оперона, содержащего гены пути био-
синтеза мевалоната, в клетках E. coli [36]. В этом
случае система CRISPRi была представлена плаз-
мидой pSECRi, в которой dcas9 экспрессировался
под индуцируемым L-рамнозой промотором с
кассетой sgRNA из pACCRi.

Подавление гена sad посредством CRISPRi
позволило повысить эффективность производ-
ства P(3HB-co-4HB), важного для пищевой про-
мышленности [37].

Интерференция генов путей биосинтеза н-бу-
танола в различных комбинациях (последова-
тельно и одновременно) в клетках E. coli (pta, frdA,



МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ  том 56  № 6  2022

CRISPR-ИНТЕРФЕРЕНЦИЯ В РЕГУЛЯЦИИ ЭКСПРЕССИИ 897

ldhA и adhE) путем CRISPRi приводила к суще-
ственному повышению выхода продукта [38]. Для
репрессии каждого гена подобраны sgRNA, кото-
рые экспрессировались в векторе pSECRi-PFLA
вместе с dcas9. При этом экспрессия dcas9 нахо-
дилась под контролем индуцируемого L-рамно-
зой промотора, а sgRNA – под конститутивным
промотором J23119.

CRISPRi успешно использовали для подавле-
ния экспрессии spo0A в клетках промышленно
важных клостридий (Clostridium beijerinckii) [39].
Этот ген кодирует важный регулятор спорообра-
зования и продукции ацетона, бутанола, этанола
[40]. dcas9 вместе с sgRNA (в кассете Pj23119-sgR-
NA-spo0A) экспрессировался под конститутив-
ными промоторами Pptb и Pj23119 в векторе
dCASclosspo0A.

Бактерии Corynebacterium glutamicum широко
используются в производстве аминокислот. Мно-
жественное подавление экспрессии генов pgi, pck
и pyk [41] привело к повышению продукции L-ли-
зина и L-глутамата этими бактериями. Чтобы по-
лучить такие результаты, dCas9 S. pyogenes клони-
ровали из плазмиды pPP208 в репликативные
плазмиды pZ8-Ptac и pZ8-Prp C. glutamicum под
индуцируемыми IPTG или пропионатом промо-
торами соответственно; sgRNA экспрессировали
под контролем промотора Ptac в репликативной
плазмиде pAL374.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Технология CRISPR, которую изначально ис-
пользовали только для редактирования генома,
постоянно модифицируется и находит все более
широкое применение.

Одно из популярных приложений CRISPR –
CRISPRi, обеспечивающая надежное подавление
генной экспрессии, применяется как для непо-
средственного ингибирования транскрипции це-
левого гена, так и при проведении полногеном-
ных скринингов, а также в более инновационных
инструментах, таких как модульные системы Mo-
bile-CRISPRi. Все эти подходы актуальны не
только для широкого круга бактерий, но и в рабо-
те с эукариотами. Они расширяют фундаменталь-
ные знания и имеют большую практическую зна-
чимость в биотехнологии и медицине.

Написание обзора не потребовало специаль-
ного финансирования.

Настоящая статья не содержит каких-либо ис-
следований с участием людей или животных в ка-
честве объектов исследований.

Авторы заявляют об отсутствии конфликта
интересов.
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The review is devoted to the use of the CRISPR/Cas system for obtaining knockdowns of target bacterial
genes by CRISPR-mediated interference (CRISPRi). CRISPRi is based on the preservation of the ability of the
inactivated dCas nuclease in complex with the guide RNA to bind the target, which leads to reversible repression
of the selected genes. The review describes the principle of operation of CRISPR/Cas and CRISPRi/dCas and
provides examples of various approaches to the use of CRISPRi with the most popular inactivated nucleases
dCas9 and dCas12a among researchers. Also, attention is paid to the use of CRISPRi screening for genome-
wide studies and the modular system for identifying many important patterns at the Mobile-CRISPRi ge-
nome level. In addition, we discuss the use of CRISPRi to optimize biotechnological productions, such as
the synthesis of malonyl-CoA, L-lysine, L-glutamate, and other significant products.
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Генетические инструменты, позволяющие целенаправленно изменять геном микобактерий, спо-
собствуют развитию наших представлений о физиологии и механизмах вирулентности микроорга-
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вотных, как возбудители туберкулеза – Mycobacterium tuberculosis complex, и лепры – Mycobacterium
leprae. Проведение генетических исследований открывает новые возможности для идентификации
и валидации новых мишеней антибактериальных препаратов и разработки более совершенных вак-
цин. Несмотря на сложности работы с микобактериями, обусловленные их медленным ростом и
ограниченной возможностью переноса генетической информации, достигнуты значительные успе-
хи в разработке методов генной инженерии этих микроорганизмов. В нашем обзоре рассмотрены
основные подходы к целенаправленным изменениям генома микобактерий, такие как гомологич-
ная и сайт-специфическая рекомбинация и применение системы CRISPR/Cas.

Ключевые слова: Mycobacterium spp., геномное редактирование, гомологичная рекомбинация, сайт-
специфическая рекомбинация, CRISPR/Cas
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ВВЕДЕНИЕ

Род Mycobacterium включает патогенные и сво-
бодноживущие виды. К наиболее важным пато-
генным микобактериям относятся M. tuberculosis
complex и M. leprae, вызывающие туберкулез и
лепру (проказу) соответственно, тогда как M. avium
complex, M. abcessus, M. ulfans и M. fortuitum отно-
сятся к условно-патогенным микроорганизмам
человека. Многие виды микобактерий являются
свободноживущими. Вид M. neoaurum рассматри-
вают как продуцент стероидных соединений для
фармацевтики [1].

M. tuberculosis вызывает туберкулез – широко
распространенное и опасное инфекционное за-

болевание, являющееся одной из 10 основных
причин смертности в мире. M. tuberculosis может
выживать и размножаться в макрофагах и других
иммунокомпетентных клетках, вызывая пораже-
ние лимфоидных тканей, легких и других органов
[2, 3]. Туберкулез требует длительного лечения, а
распространение штаммов с широкой и множе-
ственной лекарственной устойчивостью пред-
ставляет глобальную медицинскую проблему.
Внесение целенаправленных изменений в геном
микроорганизмов позволяет изучать связь между
их генотипом и физиологическими особенностя-
ми, а также молекулярные взаимодействия с окру-
жающей средой или с организмом хозяина. Это
особенно важно, так как функция значительной
части генов M. tuberculosis не установлена, не-
смотря на определение их нуклеотидных после-
довательностей [4, 5].

Микобактерии являются сложным для генети-
ческих манипуляций объектом. Представители
группы M. tuberculosis complex относятся к мед-
леннорастущим бактериям, которым требуется от
7 дней до 3 недель и более для образования коло-
ний на плотных питательных средах. Микобакте-

Сокращения: БЦЖ – бацилла Кальметта–Герена (аттену-
ированная профилактическая противотуберкулезная жи-
вая вакцина); ПЦР – полимеразная цепная реакция;
CRISPR (clustered regularly interspaced short palindromic re-
peats) – короткие палиндромные повторы, регулярно рас-
положенные группами; Cas (CRISPR associated protein) –
белок, ассоциированный с CRISPR; crRNA (CRISPR
RNA) – CRISPR РНК; tracrRNA (trans-activating CRISPR
RNA) – трансактивирующая CRISPR РНК; PAM (protospacer
adjacent motif) – мотив, примыкающий к протоспейсеру.

УДК 577.21

РЕДАКТИРОВАНИЕ ГЕНОМОВ БАКТЕРИЙ
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рии обладают гидрофобной клеточной стенкой,
состоящей из липидов, миколовых кислот, полиса-
харидов и пептидогликана. Эти компоненты обес-
печивают рост микобактерий в виде плотной
пленки и предотвращают эффективное погло-
щение ДНК. Несмотря на это, разработаны мо-
лекулярно-генетические методы, позволяющие
трансформировать микобактерии экзогенной
ДНК и значительно расширяющие возможности
исследователей, в отношении модификации их
генома [6, 7].

Методы геномного редактирования позволя-
ют вносить направленные изменения в геном ми-
кобактерий. Создание мутантных штаммов с но-
каутом выбранных генов, штаммов с условными
нокдаунами и штаммов со сверхэкспрессией вы-
бранных генов необходимо для проведения
функциональных исследований и поиска мише-
ней для новых лекарственных препаратов [8–10].
Введение точечных замен позволяет изучать ле-
карственную устойчивость, которая может разви-
ваться вследствие таких мутаций в генах, кодиру-
ющих мишени лекарственных средств или фер-
менты, участвующие в их модификациях внутри
клетки, а также в регуляторных областях этих ге-
нов [11].

В результате успешного редактирования гено-
ма M. bovis штамм BCG (БЦЖ) были улучшены
его протективные свойства. Однако БЦЖ часто
не может обеспечить надежную защиту, особенно
взрослого населения [12, 13]. На основе штамма
БЦЖ разработана вакцина VPM1002, успешно
проходящая клинические испытания [14]. Реком-
бинантный штамм VPM1002 получен путем деле-
ции гена ureC, кодирующего уреазу, и интеграции
гена hly из Listeria monocytogenes, кодирующего
листериолизин О. Повышенная протективность
вакцинного штамма обусловлена способностью
клеток выходить из фагосомы при понижении pH
за счет действия листериолизина О, в то время
как удаление гена уреазы из генома препятствует
защелачиванию среды микобактериями [15]. Раз-
работана также рекомбинантная живая вакцина
MTBVAC на основе M. tuberculosis, преимуще-
ством которой перед БЦЖ является расширен-
ный набор протективных антигенов. Вакцинный
штамм MTBVAC получен путем последовательного
введения безмаркерных делеций двух генов –
fadD26 и phoP – значимых для вирулентности
бактерий [16]. В настоящее время новая вакцина
проходит вторую фазу клинических испытаний.

В представленном обзоре описаны основные
подходы к редактированию геномов микобакте-
рий с использованием гомологичной рекомбина-
ции, интеграз микобактериофагов и систем
CRISPR/Cas.

ГЕНОМНАЯ ИНЖЕНЕРИЯ 
МИКОБАКТЕРИЙ С ИСПОЛЬЗОВАНИЕМ 

ГОМОЛОГИЧНОЙ РЕКОМБИНАЦИИ
Возможность вносить целенаправленные из-

менения в геном микроорганизмов чрезвычайно
важна для изучения функций генов и получения
штаммов с заданными свойствами. Основным
подходом к выявлению функций гена является
получение его нокаута или нокдауна и последую-
щая комплементация геном дикого типа. Заме-
нить выбранный аллель мутантным можно с по-
мощью механизма гомологичной рекомбинации.

Нокаут гена получают путем аллельного обме-
на, требующего прохождения двух кроссингове-
ров с обеих сторон от вводимой мутации (рис. 1).
С этой целью в клетки вносят вектор, несущий
модифицированный (например, разрушенный
вставкой гена резистентности) аллель целевого
гена, фланкированный с обеих сторон участками
гомологии (рис. 1а). Первые эксперименты по
аллельному обмену на микобактериях проводили
с использованием систем такого типа. Они имели
ограниченный успех, что было связано с низкой
эффективностью трансформации и малой часто-
той гомологичной рекомбинации в этих микро-
организмах, а также с высокой частотой нелеги-
тимной рекомбинации. Предполагалось, что ис-
пользование линейного фрагмента должно
увеличить частоту гомологичной рекомбинации,
однако включение внесенной линейной ДНК ча-
ще происходило без замены целевого участка в
геноме [4]. Установлено, что эффективность ал-
лельного обмена как у быстро-, так и у медленно-
растущих видов можно повысить при использо-
вании векторов в виде оцДНК (продукт щелоч-
ной денатурации или фагемидная оцДНК) или
УФ-облученной дцДНК [17].

Сохранение в геноме маркерного гена, обеспе-
чивающего устойчивость к какому-либо антибио-
тику, затрудняет дальнейшее применение рекомби-
нантного штамма в биомедицинских приложениях.
Вставка гена устойчивости к антибиотикам может
оказывать полярный эффект на экспрессию ниже-
стоящих генов в опероне, что влияет на получаемый
фенотип и усложняет его характеристику. Кроме
того, интеграция кассеты устойчивости к анти-
биотикам в хромосому исключает этот маркер из
дальнейших генетических манипуляций [18]. Ре-
шить проблемы нежелательности присутствия ге-
нов антибиотикорезистентности при получении
серии нокаутов позволяют системы, основанные
на использовании сайт-специфичных систем ре-
комбинации, полученных из бактериофагов или
транспозонов (рис. 1б).

Удаление генов антибиотикорезистентности,
интегрированных в геном бактерий в ходе гомо-
логичной рекомбинации, можно осуществить с
помощью рекомбиназы FLP Saccharomyces cerevi-
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siae. Эта рекомбиназа, как показано, функцио-
нальна в клетках M. smegmatis и опосредует сайт-
специфичную рекомбинацию между двумя сайта-
ми FRT в хромосоме [19]. Если ген устойчивости к
гигромицину окружить двумя мишенями распо-
знавания FLP (FRT) в прямой ориентации, то ген
hyg специфично удаляется из хромосомы мутан-
тов M. smegmatis при экспрессии гена FLP [19].
Дополнительная оптимизация кодонов гена
FLPm привела к более эффективной работе систе-
мы в M. smegmatis, а также обеспечила возмож-
ность ее использования в медленнорастущих ми-
кобактериях. Так, в эксперименте на M. bovis
BCG около 40% резистентных клонов потеряли
кассету устойчивости hyg после кратковременной
экспрессии гена FLPm. Секвенирование хромо-
сомной ДНК показало специфичность выреза-
ния кассеты FRT-hyg-FRT с помощью FLP [20].

По тому же принципу работает система из бак-
териофага P1: кассету с маркером устойчивости
окружают сайтами узнавания loxP, а кратковре-
менная экспрессия рекомбиназы Cre приводит к
ее вырезанию [21]. Еще один вариант – использо-
вание системы из γδ транспозона. Плазмиду, со-
держащую кассету устойчивости к канамицину,
фланкированную двумя сайтами res, использова-
ли для получения немаркированных делеций в
M. smegmatis и БЦЖ. Экспрессия в мутантных
штаммах гена резольвазы γδ транспозона (tnpR)
приводила к эффективному вырезанию гена устой-
чивости, фланкированного res-сайтами [18].

Для удаления генов резистентности можно ис-
пользовать также систему, основанную на эндо-
генной рекомбиназе Xer. В этой системе кассету
устойчивости к антибиотику окружают dif-сайта-
ми, которые могут распознаваться и разрешаться

Рис. 1. Схемы получения нокаутов и других модификаций целевых генов методом гомологичной рекомбинации. а –
Получение маркированного мутанта методом гомологичной рекомбинации. Клетки трансформируют вектором, не-
сущим модифицированный аллель гена, содержащий ген резистентности. Отбирают мутантов, в которых кроссинго-
вер произошел по обеим сторонам от вводимой мутации. б – Схема получения немаркированного нокаута с исполь-
зованием сайт-специфичной рекомбинации. Используется конструкция, содержащая модифицированный аллель,
несущий ген резистентности, окруженный сайтами распознавания рекомбиназы. Аллельный обмен осуществляется в
один этап, после отбора мутантов ген резистентности удаляется рекомбиназой. в – Схема двухэтапного получения не-
маркированных мутантов с использованием суицидного вектора. Конструируется суицидный вектор, несущий моди-
фицированный аллель целевого гена и кассету, содержащую маркерный ген, соединенный с контрселективным мар-
кером. После трансформации клетки высевают на среду, содержащую антибиотик, для отбора мутантов, в которых
произошел первый кроссинговер, в результате чего тело вектора интегрируется в хромосому. Далее полученные му-
танты проходят второе событие кроссинговера и подвергаются негативному отбору, в результате чего выживают толь-
ко те мутанты, которые потеряли контрселективный маркер, а вместе с ним и селективный маркер.

а

б
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рекомбиназами XerC и XerD. Такая система не
требует введения и последующей элиминации до-
полнительных эписомных элементов, что делает
ее чрезвычайно простой и практичной [22]. Си-
стема была оптимизирована и использована для
нарушения нескольких генов в разных локусах
микобактериального генома, что очень важно
при конструировании аттенуированных мико-
бактерий и при изучении синергического дей-
ствия генов и функций дублирующих генов [23].

Метод двухэтапного аллельного обмена для
получения немаркированных мутантов стал клас-
сическим инструментом генной инженерии ми-
кобактерий (рис. 1в). В рамках этого подхода Parish
и соавт. разработали систему p2Nil/pGoal, облегча-
ющую сборку конструкций для гомологичной ре-
комбинации [28, 29]. Векторы серии p2NIL служат
для клонирования плеч гомологии или модифи-
кации гена-мишени, векторы серии pGOAL со-
держат маркерные кассеты, например, lacZ в со-
четании с sacB и геном устойчивости к антибио-
тику. Вставка маркерной кассеты из pGOAL в
p2NIL с модифицированным целевым геном поз-
воляет получить не реплицирующийся в микобак-
териях суицидный вектор. Получение нокаута/мо-
дификации происходит в два этапа: на первом этапе
клетки высеваются на среду, содержащую антибио-
тик и X-gal, чтобы выделить синие колонии, в ко-
торых плазмида включена в геном посредством
одного события кроссинговера. Чтобы выделить
клоны, в которых произошел второй кроссинго-
вер, клетки высевают на среды без антибиотика,
содержащие сахарозу. Так как второй кроссинго-
вер приводит к потере lacZ и sacB, такие колонии
имеют белый цвет и чувствительны к сахарозе.
Таким образом получен двойной немаркирован-
ный мутант tlyA∆ plcABC∆ [24]. Этот метод доста-
точно широко применяется для решения различ-
ных задач, связанных с оценкой роли белков и
малых РНК в физиологии микобактерий [25–27].

Суицидный ген sacB (Bacillus subtilis) широко
используется для конструирования как немарки-
рованных, так и меченых мутаций в M. tuberculo-
sis. Однако частота спонтанной инактивации sacB
может находиться практически на том же уровне,
что и частота рекомбинации некоторых генов,
что усложняет отбор мутантов. Использование
двойной контрселекции (sacB с геном Escherichia
coli galK) позволило добиться практически 100%-
ной эффективности селекции на микобактериях
[28]. Этот принцип использован в оптимизиро-
ванных суицидных векторах (серия pKO), кото-
рые являются частью единой платформы клони-
рования для генетических манипуляций с мико-
бактериями [10].

Увеличить вероятность прохождения гомоло-
гичной рекомбинации можно с использованием
реплицирующихся векторов, однако их труднее

удалить. Плазмиды, несущие термочувствитель-
ный ориджин репликации, способны реплициро-
ваться при пермиссивной температуре (30–32°С),
но быстро утрачиваются при повышении темпе-
ратуры (39–42°С). Плазмида для проведения го-
мологичной рекомбинации также должна содер-
жать контрселективный маркер, например sacB.
Недостатком этого метода является низкая ско-
рость роста при пермиссивной температуре [8].

Предложено также использовать систему из
двух реплицирующийся плазмид на основе
pAL5000, одна из которых содержит repA (прайма-
за), а вторая – repB (ДНК-связывающий белок).
Эти гены комплементируют друг друга в trans-по-
ложении и обеспечивают репликацию плазмид
[29]. При снятии давления антибиотиком одна
или обе плазмиды теряются, а поддержание ре-
пликации становится невозможным. Такой под-
ход позволяет продлить время, за которое может
произойти обмен аллелями.

Метод специализированной трансдукции поз-
воляет добиться практически 100%-ной эффек-
тивности доставки ДНК в клетки. Сборка вектора
осуществляется из двух компонентов: космидно-
го вектора, содержащего последовательность для
обмена аллелей, и условно реплицирующегося
челночного фазмидного вектора – производного
фага TM4 с широким кругом хозяев [30] Мико-
бактериофаги наращивают в M. smegmatis при
пермиссивной температуре (30°C), обеспечиваю-
щей репликацию фага. Далее следует трансдукция
представляющего интерес штамма микобактерий и
культивирование при рестриктивной температуре
(37°C), ингибирующей репликацию фага. Мутант-
ный аллель содержит ген резистентности, фланки-
рованный сайтами узнавания резольвазы (tnpR),
временная экспрессия которой приводит к удале-
нию маркера. Метод успешно применен на БЦЖ
[31] и M. tuberculosis [32]. В дальнейшем эта мето-
дика была улучшена и проверена путем создания
большого числа целевых единичных или множе-
ственных делеционных замен [33, 34].

Использование белков рекомбинации фагов,
таких как Exo, Beta и Gam или RecE и RecT, спо-
собствует увеличению частоты гомологичной ре-
комбинации и позволяет использовать более ко-
роткие плечи гомологии. Установлено, что про-
дукты генов gp60 и gp61 микобактериофага Che9c
являются гомологами RecE и RecT и обладают эк-
зонуклеазной и ДНК-связывающей активно-
стью. На их основе создана плазмида pJV53 для
проведения гомологичной рекомбинации в клет-
ках микобактерий. Рекомбинация может проис-
ходить при длине плеч гомологии от 50 п.н., но
более эффективна, если их длина превышает 500 п.н.
Эта система не только упрощает конструирова-
ние мутантов в M. smegmatis, но и позволяет пре-
одолеть влияние нелегитимной рекомбинации в
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M. tuberculosis [35]. Введение в плазмиду pJV53 ге-
на зеленого флуоресцентного белка (gfp) облегча-
ет верификацию потери плазмиды. Применение
кассеты резистентности к гигромицину с сайтами
dif позволяет использовать эту систему для после-
довательной делеции нескольких генов M. smeg-
matis [36]. Для конструирования немаркирован-
ных нокаутов предложено использовать также
трехплазмидную систему. В этой системе хел-
перная плазмида содержит термочувствитель-
ный ориджин и суицидный ген sacB [37]. Плаз-
миду pYS2 используют для конструирования му-
тантного аллеля, в который вводят кассету,
кодирующую гены устойчивости к гигромицину
и зеленого флуоресцентного белка, окруженные
сайтами loxP. Из плазмиды получают линейный
субстрат, которым трансформируют клетки.
Плазмида pYS1, производная pJV53, используется
для доставки генов gp60 и gp61 под индуцибель-
ным промотором. Она также содержит контрсе-
лективный маркер sacB, термочувствительный
ориджин репликации и ген устойчивости к кана-
мицину. После проведения рекомбинации клет-
ки трансформируют третьей плазмидой pML2714
для экспрессии рекомбиназы Cre и вырезания
кассеты, в результате чего мутантные клоны теря-
ют способность к флуоресценции и устойчивость
к гигромицину.

На основе рекомбиназ фага Che9c разработана
система для введения точечных мутаций в геномы
микобактерий с использованием оцДНК. Опо-
средованная gp61 рекомбинация была достаточно
эффективной, чтобы можно было вносить заме-
ны одного основания без необходимости прямого
отбора; при этом мутантные штаммы идентифи-
цировали с помощью ПЦР. Однако трудоемкий
скрининг целевых клонов ограничивает исполь-
зование этой системы [38].

Таким образом, методы гомологичной реком-
бинации успешно применяются для генетического
редактирования в микобактериях. Разработаны
подходы, совмещающие гомологичную рекомби-
нацию для обмена аллелей и сайт-специфическую
рекомбинацию для последующего удаления генов
резистентности, что дает возможность получать
простые и эффективные системы редактирования,
в том числе с использованием специализированной
трансдукции. Применение рекомбинационной ин-
женерии с белками RecE и RecT фага Che9c много-
кратно увеличивает эффективность системы.

ГЕНОМНАЯ ИНЖЕНЕРИЯ 
МИКОБАКТЕРИЙ С ПОМОЩЬЮ 

РЕКОМБИНАЗ МИКОБАКТЕРИОФАГОВ
Сайт-специфичная рекомбинация –тип гене-

тической рекомбинации, при которой обмен це-
пей ДНК происходит между определенными по-
следовательностями. В отличие от системы гомо-

логичной рекомбинации такие специфичные
сегменты ДНК не имеют протяженных гомоло-
гичных участков. Рекомбинацию осуществляет
фермент рекомбиназа, которая распознает спе-
цифичную последовательность и, связываясь с
ней, образует синаптический комплекс, который,
в свою очередь, катализирует расщепление хро-
мосомной ДНК с последующими перестройкой и
лигированием расщепленных концов [39].

В результате сайт-специфичной рекомбина-
ции во многих случаях происходит интеграция
одной молекулы ДНК в другую, а не обмен гене-
тической информации между двумя молекулами.

У бактериофагов рекомбиназа может катали-
зировать обратную реакцию удаления интегриро-
ванной последовательности. Многие умеренные
бактериофаги, образующие стабильные лизоге-
ны, делают это с помощью сайт-специфичной ре-
комбинации. Одним системам рекомбинации до-
статочно только рекомбиназы, другим же требу-
ются дополнительные хозяйские факторы.

Способность микобактериофагов стабильно
интегрироваться в геном хозяина посредством
сайт-специфичной рекомбинации изучали мно-
гие научные группы [40–45]. Наиболее хорошо
изучены фаги L5, Ms6, Bxb1 и ɸRv1 микобакте-
рий, о механизме интеграции которых речь будет
идти дальше. Изучен также интегративный эле-
мент pSAM2 микобактерий, первоначально иден-
тифицированный у Streptomyces.

Наиболее характерным микобактериофагом
является умеренный фаг L5, который инфициру-
ет как быстрорастущие, так и медленнорастущие
виды микобактерий с образованием стабильных
лизогенов [45]. Лизогены несут встроенный в
определенное место хромосомы профаг L5, кото-
рый вырезается во время литической фазы. Со-
бытия как интеграции, так и эксцизии катализиру-
ются кодируемой фагом интегразой Int и нуждают-
ся в кодируемом хозяином белке mIHF (Integration
Host Factor). Направленность этих событий реком-
бинации определяется вторым кодируемым фагом
белком Xis, продуктом гена 36. Интеграция эффек-
тивно протекает в отсутствие Xis в отличие от экс-
цизии, которая зависит от этого белка [46].

Сайт-специфичная рекомбинация происходит
посредством взаимодействия фагового сайта
(attP) с сайтом прикрепления на бактериальной
хромосоме (attB). Реакция интеграции воспроиз-
ведена in vitro; показано, что для нее требуются
белки mIHF и Int [41, 47]. Сверхспирализация по-
следовательностей attP или attB может стимули-
ровать интегративную рекомбинацию, но не от-
носится к абсолютно необходимым [48].

Минимальные размеры функциональных сай-
тов attP и attB составляют примерно 240 и 29 п.н.
соответственно. Последовательность attP содер-
жит 43 п.н., общих для двух сайтов, в которых
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происходит обмен цепями, и рекомбинация при-
водит к образованию интегрированного профага,
ограниченного левым (attL) и правым (attR) сай-
тами (рис. 2) [49]. Различие в одном нуклеотиде
сайта attB у быстрорастущих и медленнорастущих
микобактерии не влияет существенно на способ-
ность микобактериофага L5 эффективно инфи-
цировать обе группы микобактерий [45].

Бактериофаг L5 встраивается вблизи 3′-конца
гена тРНКGly, не изменяя его последовательно-
сти. С помощью футпринтинга ДНКазы I выяв-
лена необычно длинная область длиной 413 п.н.,
служащая attP-сайтом интегразы L5. В ходе даль-
нейшего делеционного анализа внутри attP-сайта
картирован фрагмент длиной 252 п.н., достаточ-
ный для эффективной интеграции фага [49].

Систему фага L5 впервые использовали при
получении новых рекомбинантных штаммов
БЦЖ [43]. Путем замены микобактериального
ориджина репликации (oriM) в челночном векто-
ре pMV261 на сегмент ДНК, несущий последова-
тельность сайта attP и ген интегразы (Int) из ми-
кобактериофага L5, сконструирован способный к
интеграции вектор pMV361. Поскольку отсут-
ствует фаговый белок Xis, интегрированный век-
тор стабильно поддерживается даже без дальней-
шего давления антибиотиков.

Геномы микобактериофагов Bxb1 и L5 имеют
сходную организацию [42]. С помощью серино-
вой интегразы фаг Bxb1 встраивается в функцио-
нальный ген groEL1 [45]. Микобактерии имеют
два гена groEL, обладающие высоким уровнем
сходства на уровне нуклеотидов (70%), но так как
интеграция требует специфичности последова-
тельности, Bxb1 встраивается только в groEL1.
При этом сериновые интегразы, в отличие от
многих других сайт-специфичных рекомбиназ,
не обладают сильной специфичностью к структу-
ре молекул ДНК-субстрата; они рекомбинируют
участки в одной и той же молекуле ДНК (в ориен-
тации либо голова к голове, либо голова к хвосту)

или в разных молекулах, а сами молекулы могут
быть сверхскрученными, линейными или даже
двухцепочечными [50].

В отличие от сайтов тирозиновых интеграз,
сайты attP и attB сериновых интеграз короткие,
примерно 50 и 40 п.н. соответственно. Различает-
ся также механизм обмена цепями ДНК – тиро-
зиновые интегразы делают одноцепочечные раз-
рывы в ДНК и заменяют одну цепь каждого сайта
с образованием промежуточной структуры, по-
добной соединению Холлидея [51], тогда как се-
риновые интегразы вносят двухцепочечные раз-
рывы в ДНК и обмениваются цепями по ротаци-
онному механизму [52].

Путем объединения двух молекулярных ин-
струментов – гомологичной рекомбинации и
сайт-специфичной интеграции – разработана
технология ORBIT (oligonucleotide-mediated re-
combineering followed by Bxb1 integrase targeting)
[53, 54]. Система ORBIT реализует встраивание
целевых фрагментов ДНК в два этапа. Штамм
M. smegmatis или M. tuberculosis, содержащий
плазмиду, которая экспрессирует рекомбиназу
RecT фага Che9c и интегразу фага Bxb1, котранс-
формируют короткой синтетической ДНК и не-
реплицирующейся плазмидой, содержащей сайт
attB Bxb1, ген устойчивости к антибиотику для от-
бора трансформантов и целевую последователь-
ность. Дизайн олигонуклеотида осуществляют та-
ким образом, чтобы attP фага Bxb1 (48 н.) был
фланкирован 45–70 н., гомологичными целевому
участку на хромосоме.

На первом этапе в заданный участок генома
микобактерии по механизму гомологичной ре-
комбинации при участии Che9c RecT встраивает-
ся олигонуклеотид, несущий акцепторный сайт
attP интегразы Bxb1. На втором этапе интеграза
Bxb1 способствует сайт-специфичной рекомби-
нации между плазмидой, содержащей attB, и сай-
том attP, полученным из олигонуклеотида на пер-
вом этапе. В этой системе последовательность
синтетического олигонуклеотида определяет по-
ложение сайта вставки, а плазмида служит доно-
ром целевой последовательности.

Так как используемая в данной системе инте-
граза фага Bxb1 не зависит от факторов хозяина,
возможность применения ORBIT будет зависеть
от эффективности первого этапа рекомбинации.

Микобактериофаг Ms6 образует стабильные
лизогены в M. smegmatis. Сайт прикрепления attP
Ms6 имеет высокое содержание A+T и содержит
многочисленные прямые и инвертированные по-
вторы. Интеграция Ms6 в геном хозяина опосре-
дуется интегразой Ms6, которая направляет инте-
грацию в 3'-конец генов тРНКAla как быстро-, так и
медленнорастущих микобактерий. Центральная об-
ласть attP длиной 26 п.н. перекрывает 3′-конец гена

Рис. 2. Общая схема сайт-специфической рекомби-
нации.

attL attR

attB

attP

Интеграция Эксцизия
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тРНКAla, консервативного признака обеих групп
микобактерий [40].

Геномы M. tuberculosis H37Rv и CDC1551 со-
держат два профагоподобных элемента – ϕRv1 и
ϕRv2. Элемент ϕRv2 кодирует тирозиновую, а
ϕRv1 – большую сериновую рекомбиназу [55].
Рекомбинация происходит между предполагае-
мым сайтом attP и хромосомой хозяина, но сайт
attB находится при этом внутри избыточного по-
вторяющегося элемента (REP13E12), представ-
ленного в геноме M. tuberculosis семью копиями.
Интересно, что авирулентные штаммы M. bovis
BCG не имеют ни ϕRv1, ни ϕRv2. Хотя не все кли-
нические изоляты M. tuberculosis содержат ϕRv2,
все они, по-видимому, имеют по крайней мере
одну копию ϕRv1 или ϕRv2. Предполагается, что
эти родственные элементы могут играть роль в
физиологии M. tuberculosis [44]. Функциональ-
ность ϕRv1 подтверждена эффективной транс-
формацией M. bovis BCG нереплицирующейся
плазмидой, содержащей ген интегразы и сайт attP
(реконструированный из сайтов attL и attR про-
фага). Такие векторы могут использовать четыре
из семи сайтов REP13E12, присутствующих в
БЦЖ, в качестве сайтов присоединения и могут
занимать более одного сайта одновременно [55].

pSAM2 представляет собой интегративный
элемент длиной 11 т.п.н., первоначально охарак-
теризованный у Streptomyces ambofaciens. Система
рекомбинации pSAM2, включающая интегразу
семейства λ [56] и сайты attB/P, похожа на систе-
мы, описанные выше. Сайт attB покрывает об-
ласть от антикодоновой петли до 3'-конца гена
тРНКPro длиной 58 п.н. Сайт attB консервативен у
актиномицетов, включая микобактерии [57]. Та-
ким образом, pSAM2 может интегрироваться в
различные виды актиномицетов.

Использование сайт-специфичной рекомби-
нации имеет несколько преимуществ. Во-пер-
вых, гены воспроизводимо интегрируются в из-
вестное место в геноме микобактерий (или, по
крайней мере, в ограниченное число мест). Лю-
бые эффекты сайтов интеграции (их влияние на
экспрессию генов и биологию бактерий) будут в
равной степени применимы к любой вставке.
Во-вторых, интегрируется одна копия гена, что
снижает количество артефактов, которые могут
возникать при использовании многокопийных
плазмид. В-третьих, штаммы, содержащие инте-
гративные плазмиды, обычно гораздо более ста-
бильны, чем штаммы с эписомными векторами.
Наконец, интегразы микобактериофагов могут
обеспечить эффективное встраивание более про-
тяженных фрагментов ДНК, чем при гомологич-
ной рекомбинации.

ГЕНОМНАЯ ИНЖЕНЕРИЯ 
МИКОБАКТЕРИЙ С ПОМОЩЬЮ 

СИСТЕМ CRISPR/Cas

CRISPR/Cas – это прокариотические систе-
мы, состоящие из коротких палиндромных по-
второв, регулярно расположенных группами, и
ассоциированных с ними белков. Они обеспечи-
вают адаптивный иммунный ответ против чуже-
родного наследственного материала [58]. Систе-
мы второго класса, содержащие один эффектор-
ный белок CRISPR, способный с помощью
crRNA распознавать и гидролизовать ДНК-ми-
шень, используются в технологии редактирова-
ния in vivo генома различных живых организмов.
Наиболее часто применяют системы типа II-A из
Streptococcus pyogenes и типа V-A из Francisella novi-
cida [59, 60]. Система редактирования генома из
S. pyogenes представлена мультидоменной РНК-
зависимой ДНК-эндонуклеазой SpyCas9, специ-
фичность которой определяется направляющей
РНК. Направляющая РНК, в свою очередь, со-
держит участок длиной 20 н., называемый спей-
сером, который комплементарен ДНК-мишени
(протоспейсеру), и структурную часть, распозна-
ваемую эндонуклеазой SpyCas9. Направляющая
РНК может состоять из двух РНК: crRNA (CRISPR
РНК, кодируется CRISPR-повторами) и tracrRNA
(спейсерная РНК, кодируется отдельным геном и
необходима для процессинга crRNA и связыва-
ния SpyCas9) или одной РНК, полученной путем
слияния этих двух РНК (химерная направляющая
РНК, sgRNA) [61]. Для правильного распознава-
ния ДНК-мишени – протоспейсера, справа от
него должен находиться короткий участок PAM
(Protospacer Adjacent Motif) с последовательно-
стью 5′-NGG-3′. Присутствие PAM и почти пол-
ное соответствие между спейсером направляю-
щей РНК и протоспейсером геномной ДНК акти-
вируют ДНКазную активность SpyCas9. SpyCas9
вносит двухцепочечный разрыв в ДНК с тупыми
концами, активирующий клеточные механизмы
репарации ДНК, в ходе которой и происходит на-
следуемое изменение последовательности генома
[60]. Система типа V-A из F. novicida состоит толь-
ко из двух частей: мультидоменной РНК-зависи-
мой ДНК-эндонуклеазы FnoCas12a (Cpf1) и на-
правляющей РНК, содержащей короткую шпиль-
ку, распознаваемую эндонуклеазой, и спейсер
длиной 23 н. [62]. Последовательность PAM,
узнаваемая эндонуклеазой FnoCas12a, представ-
ляет собой консенсус 5′-BTTV-3′ [63] и, в отли-
чие от системы II-A S. pyogens, он должен нахо-
диться слева от протоспейсера ДНК [64]. Кроме
того, FnoCas12a, в отличие от SpyCas9, вносит
двухцепочечный разрыв ДНК с выступающими
концами [64].

Систему CRISPR/Cas S. pyogenes первой пла-
нировали использовать в качестве гетерологич-
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ной системы редактирования генома микобакте-
рий. Однако эндонуклеаза SpyCas9 оказалась
токсичной для микобактерий, особенно при экс-
прессии ее гена под контролем сильного консти-
тутивного промотора гена hsp60 [65, 66]. В первых
экспериментах удалось адаптировать ее форму
без нуклеазной активности (dSpyCas9) в целях
подавления экспрессии генов [67]. Следует отме-
тить, что ген dSpyCas9 экспрессировали под кон-
тролем тетрациклин-регулируемого промотора,
что позволяло избежать токсичного эффекта
сверхпродукции dSpyCas9. Сообщалось, что нук-
леаза SpyCas9 и ее производные с никазной и без
нуклеазных активностей очень токсичны и для
грамположительной бактерии Corynebacterium
glutamicum с GC-богатым геномом [68]. Логично
предположить, что токсичность SpyCas9 в бакте-
риях с GC-богатыми геномами может быть связа-
на с ее неспецифичной ДНК-связывающей ак-
тивностью из-за GC-богатого PAM. Это предпо-
ложение ставится под сомнение данными о том,
что SpyCas9 токсична и после мутирования PAM-
связывающих остатков аргинина [66]. Возможно,
токсичность SpyCas9 в значительной мере опо-
средована белок-белковыми взаимодействиями.
Недавно на клетках млекопитающих показали,
что за счет взаимодействия с субъединицей Ku78
ДНК-зависимого киназного комплекса SpyCas9
дикого типа (dSpyCas9) негативно влияет на ак-
тивность пути репарации ДНК по механизму со-
единения негомологичных концов (NHEJ) [69],
тем самым стимулируя спонтанный мутагенез.
Показано, что природные системы CRISPR/Cas9
типа II-A способны подавлять активность NHEJ в
клетках бактерий [70]. Эти данные указывают на
то, что SpyCas9 способен взаимодействовать с
клеточными белками, тем самым нарушая нор-
мальное протекание клеточных процессов. Тем
не менее, не исключен вклад и других факторов в
токсичность SpyCas9. Так, недавно удалось сни-
зить токсичность системы CRISPR/SpyCas9 в
клетках C. glutamicum за счет использования силь-
ного терминатора rrnB E. coli для sgRNA, а также
рекомбиназы RecT из профага Rac в сочетании с
донорным фрагментом ДНК в виде олигонуклео-
тида [71]. По аналогии можно предположить, что
терминатор sgRNA S. pyogenes не функционирует
и в микобактериях и, несмотря на существование
трех путей репарации двухцепочечных разрывов
ДНК [72], клетки микобактерий не способны эф-
фективно репарировать разрывы ДНК, вызывае-
мые SpyCas9.

Токсичность CRISPR/SpyCas9 способствова-
ла поиску альтернативных систем редактирова-
ния микобактерий. В модельной системе с ис-
пользованием репортерного гена люциферазы
Renilla исследовали репрессорную активность
11 различных ортологов SpyCas9 без нуклеазной
активности, принадлежащих типам II-A и II-C си-

стем CRISPR/Cas [66]. Экспрессию генов эндо-
нуклеаз Cas контролировали с помощью тетрацик-
лин-регулируемого промотора. В этой системе наи-
более эффективным и нетоксичным репрессором
оказался dSt1Cas9 из S. thermophilus. Результаты,
полученные в модельной системе, подтверждены
и в экспериментах по подавлению экспрессии ге-
нов микобактерий [66]. Следовательно, St1Cas9
может служить хорошим кандидатом и в экспери-
ментах по редактированию генома. Однако в не-
давних исследованиях показано, что конститу-
тивная экспрессия гена St1Cas9 под контролем
промотора гена hsp60 токсична для M. smegmatis
[65]. Это означает, что при создании системы ре-
дактирования генома микобактерий с участием
St1Cas9 необходимо обеспечить контроль над
экспрессией его гена, например, с помощью тет-
рациклин-регулируемого промотора. Впослед-
ствии это было сделано Meijers и соавт. [73]. Ток-
сичность St1Cas9 удалось снизить не только бла-
годаря тетрациклин-регулируемому промотору, а
также экспрессии единичной копии гена St1Cas9,
встроенной в геном микобактерий с помощью
интегразы фага L5. Оптимальная последователь-
ность PAM этого редактора 5′-NNAGAAW-3′ (где
вырожденная позиция W соответствует А или Т) в
GC-богатом геноме микобактерий встречается
очень редко. Однако известно, что in vitro St1Cas9 в
повышенной концентрации способен распознавать
PAM с небольшими отличиями от консенсуса [74].
В соответствии с этими данными показано, что St1-
Cas9 способен распознавать субоптимальные PAM
с последовательностью 5′-NNGGAA-3′ и 5′-NNAG-
CAT-3′, благодаря чему можно значительно уве-
личить число потенциальных мишеней в геноме
микобактерий M. marium и M. tuberculosis [73]. С
помощью St1Cas9 успешно выполнен нокдаун
целевых генов (эффективность около 50%) и де-
леции генов (эффективность 22%). В то же время
с использованием полногеномного секвенирова-
ния показано, что кратковременная индукция
экспрессии St1Cas9 в течение 1 ч практически не
приводит к появлению нецелевых мутаций. Од-
нако нежелательные мутации детектируются при
более длительной (в течение 10 дней) его экспрес-
сии. Вместе с тем, обнаружено “подтекание” ис-
пользуемого в работе контролируемого промото-
ра, что выражается в появлении редактированных
колоний даже в отсутствие индуктора. В связи с
фоновой экспрессией St1Cas9 и его способно-
стью вызывать при длительной экспрессии неце-
левые мутации, предложен способ удаления гена
St1Cas9 из генома микобактерий путем его заме-
ны на репортеный ген красного флуоресцентого
белка tdTomato с помощью гомологичной реком-
бинации [73].

Первой системой, использованной собствен-
но в редактировании генома микобактерий, а
также C. glutamicum [68], стала система типа V-A
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из F. novicida [75]. Показано, что вносимые Fno-
Cas12a двухцепочечные разрывы ДНК летальны
для микобактерий. Эти данные подтверждают
предположение о том, что пути репарации ДНК
микобактерий не могут эффективно справляться
с разрывами ДНК, вносимыми гетерологичными
системами CRISPR/Cas. Токсичность двухцепо-
чечных разрывов ДНК, вносимых FnoCas12a, в
микобактериях преодолена с помощью рекомби-
назы микобактериофага Che9c и фрагмента ДНК
донора рекомбинации [75]. Чтобы оценить эф-
фективность редактирования генома M. smegma-
tis, в качестве репортера использовали ген зелено-
го флуоресцентного белка. Эффективность сайт-
направленного мутагенеза в M. smegmatis состави-
ла 80%, а вставка и делеция фрагментов путем ре-
комбинации с двухцепочечными фрагментами
ДНК длиной около 1000 п.н. – 37–75%. При ис-
пользовании одноцепочечных олигонуклеотидов
длиной 59 и 79 н. удалось встроить не более 7 н. и
внести делеции длиной до 20 н. с эффективно-
стью 70–80%, а длиной 418 и 1000 п.н. – 17.4 и
8.2% соответственно.

Исследовали также возможность использова-
ния 14 белков Cas для редактирования генома ми-
кобактерий [65]. Установлено, что экспрессия ге-
нов белков Cas Treponema denticola (TdCas9), Neis-
seria meningitidis (NmCas9), и F. tularensis (novicida)
(FnCpf1) под контролем сильного конститутив-
ного промотора hsp60 не влияет на скорость роста
M. smegmatis. Обнаружено, что FnCpf1, кодируе-
мый геном, оптимизированным в соответствии с
частотой встречаемости кодонов у M. smegmatis,
токсичен для микобактерий. Предположили, что
высокая экспрессия оптимизированных генов
приводит к накоплению белков Cas, что повыша-
ет частоту вызываемых ими неспецифичных одно-
цепочечных разрывов ДНК до критического уровня
[75]. По-видимому, мРНК гена FnCpf1_cg, оптими-
зированного для экспрессии в C. glutamicum, транс-
лируется с относительно невысокой скоростью, не
позволяя тем самым белку FnCpf1_cg накапливать-
ся в опасных количествах. Из трех нетоксичных в
микобактериях белков Cas только FnCpf1_сg про-
являл высокую активность с различными направ-
ляющими РНК и обеспечивал эффективность ре-
дактирования генома микобактерий вплоть до
70%. Следует отметить, что в этой работе [65] ре-
дактирование генома микобактерий осуществля-
лось за счет NHEJ-пути, а не за счет гомологич-
ной рекомбинации, как в рассмотренной выше
работе [75]. Поскольку мишенями служили гены
известного NHEJ-пути (ku, ligD), то можно пред-
положить, что репарация двухцепочечных разры-
вов проходила с участием других известных аль-
тернативных путей [72].

Инструментарий геномной инженерии мико-
бактерий с помощью систем CRISPR/Cas недав-
но пополнился редакторами оснований. Так,

Ding и соавт. создали двухплазмидную систему
MtbCBE, позволяющую эффективно вносить из-
менения в геном M. tuberculosis с помощью цити-
динового редактора [76]. Одна из плазмид этой
системы кодирует белковые ингибиторы RecA- и
NucS-зависимых путей репарации ДНК, а вторая
плазмида кодирует никазу nCas9Sth1 из S. thermo-
philus, соединенную с цитидиновой дезаминазой
APOBEC1 и UGI – ингибитором урацил-ДНК-
гликозилазы. В ходе работы установили, что по-
мимо урацил-ДНК-гликозилаз, в репарации дез-
аминированных оснований участвуют пути гомо-
логичной рекомбинации (ключевой белок RecA)
и репарации неправильно спаренных оснований
ДНК (один из ключевых белков нуклеаза NucS),
которые значительно снижают степень редакти-
рования генома дезаминазой. Поэтому для повы-
шения эффективности редактирования основа-
ний и создана плазмида, несущая гены ингибито-
ров этих путей.

Количество потенциальных мишеней полу-
ченного редактора ограничено довольно длин-
ным PAM Cas9Sth1 и возможностью вносить толь-
ко замены цитидинов на тимины. Недавно полу-
чили новые редакторы оснований, позволяющие
вносить замены цитидинов на гуанины [77] и на
аденины [78]. В состав этих редакторов введена
урацил-ДНК-гликозилаза, выщепляющая дез-
аминированное основание и создающее апири-
мидиновый сайт. Дальнейшая репарация апири-
мидинового сайта ведет преимущественно к
трансверсиям С → A или C → G. В настоящее
время ведутся работы по адаптации подобных ре-
дакторов оснований и к микобактериям, что
должно значительно расширить спектр вносимых
мутаций.

В ходе биоинформатического анализа в геномах
патогенных микобактерий, например M. tuberculosis
и M. bovis, выявлена система CRISPR/Cas10, от-
носящаяся к типу III-А класса I [79, 80]. У штамма
M. tuberculosis H37Rv система состоит из 9 генов
Csm2-6, Cas10, Cas6, Cas1 и Cas2 и двух локусов
CRISPR. Нуклеаза Cas6 инициирует созревание
crRNA, расщепляя ее предшественник внутри по-
второв. Образующиеся промежуточные продукты
содержат с 5′-конца 8 н. повтора, далее спейсер и
полный повтор с 3′-конца [81]. На промежуточных
продуктах происходит сборка рибонуклеопротеид-
ного комплекса, включающего белки Csm и нукле-
азу Cas10, с вытеснением нуклеазы Cas6. После
этого происходит отщепление части повтора с
3′-конца с формированием зрелой crRNA [81].
Следует отметить, что в отличие от систем типа
II-A и V-A, рассмотренных ранее, мишенями си-
стемы типа III-A может быть как ДНК (в этом
случае нуклеазную активность проявляет Cas10),
так и РНК (в этом случае нуклеазную активность
проявляет Csm3) [82].
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Ранние исследования структуры системы, в
основном повторов и спейсеров локусов CRISPR,
предполагали возможность их использования в
качестве средств генотипирования штаммов ми-
кобактерий в эпидемиологических исследовани-
ях [83, 84]. Сравнительно недавно началось изу-
чение механизмов функционирования системы
CRISPR/Cas10 и регуляции экспрессии ее компо-
нентов у микобактерий [85, 86]. Показано, что си-
стема активна против чужеродных элементов ДНК,
определены детали биогенеза crRNA [85, 87]. Си-
стема CRISPR M. tuberculosis активна против ДНК-,
а также РНК-мишеней в гетерологичной экс-
прессионной системе в E. coli как в виде очищен-
ных белков, так и in vivo [88]. Изучение структуры
и механизмов функционирования позволило на-
править эндогенную систему CRISPR/Cas на ре-
дактирование собственного генома M. tuberculosis
[89], как это сделано ранее в случае, например,
эндогенных систем CRISPR/Cas клостридий [90,
91]. С этой целью M. tuberculosis трансформирова-
ли плазмидой, кодирующей направляющие РНК
против целевых участков генома. Используя до-
норы для рекомбинации с различной структурой,
показали возможность инактивации генов и
вставки репортерных генов в геном M. tuberculosis
[89]. Более того, разработан способ подавления
экспрессии генов путем нацеливания эндогенной
системы CRISPR/Cas10 на мРНК. Ранее устано-
вили, что если в 5′-конец спейсера crRNA ввести
последовательность 5′-GAAAC-3′, которая будет
комплементарна мРНК, то в этом случае эффек-
тор Cas10 будет гидролизовать не ДНК, а мРНК
[92]. С помощью этого подхода удалось эффек-
тивно подавить экспрессию как отдельных генов
(katG, dcD или esxT), так и нескольких генов одно-
временно (lpqE, katG и inhA). Кроме того, выпол-
нены скрининговые исследования, в ходе кото-
рых выявлены гены, влияющие на скорость раз-
множения M. tuberculosis как в культуре, так и в
макрофагах [89]. Таким образом, показана прин-
ципиальная возможность использования эндо-
генных систем CRISPR/Cas микобактерий для
редактирования их генома, регуляции экспрес-
сии как отдельных генов, так и групп генов и про-
ведения скрининговых исследований.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
За последние годы достигнут значительный

прогресс в изучении генетики микобактерий,
разработаны молекулярные инструменты для эф-
фективных и направленных генетических мани-
пуляций с ними. Рассмотренные в обзоре методы
позволяют вносить направленные изменения в
геном микобактерий, что востребовано в различ-
ных биомедицинских приложениях.
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Genetic Engineering of Mycobacteria
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Genetic tools for targeted modification of the genome of mycobacteria contribute to the development of our
understanding of the physiology and virulence mechanisms of this group of microorganisms. Human and an-
imal pathogens, such as the causative agents of tuberculosis – Mycobacterium tuberculosis complex and lep-
rosy – Mycobacterium leprae are of particular importance. Genetic research opens up novel opportunities for
the identification and validation of new targets for antibacterial drugs and the development of new better vac-
cines. Despite the difficulties of working with mycobacteria, which were associated with limited opportunities
for the transfer of genetic information and the slow growth rate of the most important microorganisms, sig-
nificant progress has been succeeded in the development of genetic engineering methods. The review consid-
ers the main approaches for targeted changes in the mycobacterial genome, such as methods of homologous
as well as, and the CRISPR/Cas system.
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Pseudomonas putida KT2440 ‒ это метаболически универсальная бактерия со значительными пер-
спективами в качестве основного штамма для производства и переработки сложных органических
соединений. В отличие от большинства бактерий, P. putida KT2440 кодирует белки Ku и LigD, участ-
вующие в негомологичном соединении концов (NHEJ). Этот путь восстановления двухцепочечных
разрывов (DSB) в ДНК обладает мутагенным потенциалом, который может быть использован в со-
четании с доступными в настоящее время инструментами редактирования генома, генерирующими
программируемые DSB. В этой работе мы исследовали эффект делеции или сверхэкспрессии
NHEJ-ассоциированных ферментов P. putida KT2440 на мутациях, генерируемых при репарации
Cas9-опосредованных DSB, с двойной целью ‒охарактеризовать NHEJ и изучить, как он функционально
взаимодействует с текущим “золотым стандартом” редактирования генов. Результаты нашей работы про-
ливают свет на нематричные механизмы репарации DSB у P. putida KT2440. Представленная информация
послужит основой для расширения инструментария генной инженерии этого важного микроорганизма.

Ключевые слова: Pseudomonas putida, двухцепочечная ДНК, репарация DSB, CRISPR-Cas9
DOI: 10.31857/S0026898422060180

Repair of Double-Stranded DNA Breaks Generated by CRISPR-Cas9 
in Pseudomonas putida KT2440
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Pseudomonas putida KT2440 is a metabolically versatile bacterium with considerable promise as a chassis
strain for production and degradation of complex organic compounds. Unlike most bacteria, P. putida
KT2440 encodes the Ku and LigD proteins involved in Non-Homologous-End-Joining (NHEJ). This path-
way of repair of double-strand-breaks (DSBs) in DNA has an intrinsic mutagenic potential that could be ex-
ploited in combination with currently available genome editing tools that generate programmable DSBs.
Here, we investigated the effect of removal or overproduction of NHEJ-associated P. putida KT2440 enzymes on
mutations generated upon repair of Cas9-mediated DSBs with the double purpose of characterizing the NHEJ
pathway and investigating how it functionally interacts with the current gold standard tool for gene editing. The re-
sults of our work shed light on non-templated mechanisms of DSB repair in P. putida KT2440, an information that
will serve as foundation to expand the gene engineering toolbox for this important microorganism.

Keywords: Pseudomonas putida, double-stranded DNA, DSB repair, CRISPR-Cas9
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Программируемые нуклеазы – важнейший инструмент для манипуляций с генами и геномами про-
кариот и эукариот. С конца XX века ведется разработка подходов к направленному изменению кон-
кретных участков генома без модификации остальной ДНК. В обзоре кратко рассмотрены достоин-
ства и недостатки основных известных на сегодня генетических редакторов. Основное внимание
уделено программируемым нуклеазам из семейства прокариотических белков-Аргонавтов. Эти бел-
ки узнают и расщепляют определенные последовательности ДНК с использованием коротких ком-
плементарных молекул-гидов и играют важную роль в защите клеток прокариот от чужеродной
ДНК. Белки-Аргонавты уже нашли применение в биотехнологии для направленного расщепления
и детекции нуклеиновых кислот и потенциально могут быть использованы для редактирования ге-
номов.

Ключевые слова: программируемые нуклеазы, белки-Аргонавты, направляющая ДНК, биосенсоры,
редактирование генома
DOI: 10.31857/S0026898422060131

ОСНОВНЫЕ ГРУППЫ 
ПРОГРАММИРУЕМЫХ НУКЛЕАЗ

Направленные изменения последовательно-
сти ДНК на уровне конкретных генов и регуля-
торных участков генома имеют ключевое значе-
ние как для фундаментальных исследований ме-
ханизмов работы генома и изучения функций
определенных белков, так и для решения при-
кладных задач ‒ от создания штаммов-продуцен-
тов до лечения генетических заболеваний. Важ-
нейшим инструментом в этих исследованиях слу-
жат программируемые нуклеазы – ферменты,
которые могут быть направлены в определенное
место генома для внесения изменений в последо-
вательность ДНК. Каталитически неактивные ва-
рианты программируемых нуклеаз могут исполь-
зоваться для редактирования эпигенетических
меток и регуляции экспрессии генов за счет при-
влечения в определенные участки генома различ-
ных функциональных доменов и для визуализа-
ции целевых участков генома в клетках. Програм-
мируемые нуклеазы также применяют для
идентификации целевых последовательностей в

биологических образцах и для расщепления нук-
леиновых кислот in vitro.

К настоящему времени известно несколько
групп программируемых нуклеаз природного и
синтетического происхождения, различающихся
по механизму распознавания и разрезания ДНК и
потенциалу практического применения. Во всех
случаях внесение разрывов в целевой участок
ДНК может затем приводить к потере функцио-
нальности данного гена либо к требуемому изме-
нению его последовательности в ходе репарации.
Можно выделить две большие группы таких фер-
ментов: нуклеазы, узнающие сайт расщепления с
помощью ДНК-белковых взаимодействий, и
нуклеазы, узнающие ДНК посредством связан-
ной короткой комплементарной РНК или ДНК.
Хотя исторически ферменты первой группы были
найдены и использованы раньше, ферменты вто-
рой группы обладают гораздо большей гибкостью
в узнавании целевых участков ДНК и именно их
используют в качестве основных инструментов
редактирования генома в последние годы. Срав-
нение разных классов программируемых нуклеаз
приведено на рис. 1.# Эти авторы внесли равный вклад.
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Мегануклеазы

Мегануклеазы распознают длинные (от 12 до
44 п.н.) участки ДНК [4, 5]. Встречающиеся в
природе мегануклеазы относятся к группе хо-
уминг-эндонуклеаз (homing endonucleases), обес-
печивающих перенос мобильных элементов. Мега-
нуклеазы расщепляют цепи ДНК в области четырех
центральных нуклеотидов в сайте узнавания с обра-
зованием двухцепочечного разрыва с 3'-концевыми
4-нуклеотидными выступающими концами [6, 7].
Небольшой размер этих белков с длинным ДНК-
узнающим сайтом привлекает к ним внимание
как к инструментам для манипуляций с геномом.
Ограничение заключается в том, что сайт узнава-
ния должен быть искусственно внесен в геном. К
началу 2000-х было открыто и описано несколько
сотен эндонуклеаз с различными сайтами узнава-
ния [5], а также созданы ферменты с измененной
специфичностью [8–10].

Химерные нуклеазы
Идея создания химерных нуклеаз путем соеди-

нения в одной белковой молекуле нуклеазного
домена одного белка и ДНК-распознающего до-
мена другого белка была высказана в 1994 году
Kim & Chandrasegaran [11]. Исследователи объеди-
нили нуклеазный домен эндонуклеазы рестрикции
Flavobacterium okeanokoites FokI, не обладающий спе-
цифичностью к определенной последовательности
ДНК, и гомеодомен регуляторного белка Ultrabitho-
rax дрозофилы, распознающий последовательность
длиной 9 нуклеотидов. Авторы также предложили
варианты ДНК-распознающих доменов из других
белков, которые позже, действительно, были ис-
пользованы для создания новых химерных нуклеаз.

SGN
SGN (structure-guided endonuclease) – это спе-

цифичная к структурам эндонуклеаза. Нуклеазы

Рис. 1. Разнообразие программируемых нуклеаз. (a–г) – Эндонуклеазы, не требующие для каталитической активно-
сти наличия последовательности PAM (protospacer adjacent motif) в мишени; д, е – эндонуклеазы, требующие наличия
PAM в 5'-области от сайта узнавания; ж, з – эндонуклеазы, требующие наличия PAM в 3'-области от сайта узнавания.
a – химерная эндонуклеаза на основе ДНК-связывающего домена цинкового пальца (PDB ID: 7ZNF) и FokI (PDB
ID: 2FOK) (структуры белков объединены для иллюстрации); б – химерная эндонуклеаза на основе ДНК-связываю-
щего домена TALE (PDB ID: 4HPZ) и FokI (PDB ID: 2FOK) (структуры белков объединены для иллюстрации); в – ме-
гануклеаза I-AabMI (PDB ID: 4YIT); г – белок-Аргонавт, может быть РНК- или ДНК-зависимой эндонуклеазой и
проявлять каталитическую активность в отношении РНК или ДНК (TtAgo, PDB ID: 4NCB); д – РНК-зависимая
ДНК-эндонуклеаза TnpB (структура TnpB ISDra2 предсказана с использованием алгоритма AlphaFold2 [1]); е ‒ РНК-зави-
симая ДНК-эндонуклеаза Cas12 (PDB ID: 7EU9) [2]; ж – РНК-зависимая ДНК-эндонуклеаза Cas9 (PDB ID: 6M0X)
[3]; з – РНК-зависимая ДНК-эндонуклеаза IscB (структура предсказана с использованием алгоритма AlphaFold2 [1]).

a

д е ж з

б в г

Цинковый палец TALEN
FokI нуклеаза

FokI нуклеаза
TALE

Мегануклеаза Аргонавт

нет PAM 3'5'

PAM 3'5' PAM 3'5'

Cas9Cas12TnpB IscB
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могут быть направлены к определенному месту в
геноме с помощью распознавания определенных
структур в ДНК. Примером может быть нуклеаза,
состоящая из f lap-эндонуклеазы (flap endonucle-
ase-1) FEN1 археи Archaeoglobus fulgidus и нуклеаз-
ного домена FokI [12, 13]. Для внесения разрыва в
нужное место в ДНК используют ДНК-гиды,
комплементарные необходимому участку за ис-
ключением одного 3'-концевого нуклеотида.
Этот нуклеотид распознается FEN1 в составе
SGN, далее FokI вносит разрыв в ДНК на рассто-
янии 9‒10 нуклеотидов от 3'-конца гида. Однако
SGN может узнавать и 3'-выступающие однони-
тевые фрагменты, возникающие при репарации и
репликации. Это приводит к значительным неце-
левым перестройкам генома [12, 13]. Наряду с не-
высокой эффективностью это стало весомым
ограничением развития технологии SGN.

Цинковые пальцы

Впервые домен типа “цинковый палец” (ZF,
zinc finger) был описан J. Miller и соавт. в 1985 году
[14] при изучении транскрипционного фактора
TFIIIA из ооцитов лягушки. TFIIIA представляет
собой 9 повторяющихся мотивов длиной 30 ами-
нокислотных остатков (а.о.), содержащих два
консервативных гистидина и два цистеина, на
вершине каждого “пальца” сконцентрированы
полярные и оснóвные аминокислоты, которые
отвечают за взаимодействие с нуклеиновыми
кислотами [14, 15]. Один цинковый палец отвеча-
ет за узнавание 3-нуклеотидной последователь-
ности [16, 17]. Первая сайт-специфическая нук-
леаза, содержащая цинковые пальцы в качестве
ДНК-распознающего домена и нуклеазный до-
мен FokI (ZFN, zinc finger nuclease), получена и
описана Y. Kim и соавт. в 1996 году [18]. Распозна-
вание отдельных нуклеотидов с помощью отдель-
ных аминокислот внутри цинкового пальца и
способность последних работать как независи-
мые модули при узнавании протяженных после-
довательностей ДНК позволяют использовать
эти домены для программирования искусствен-
ных белковых инструментов, предназначенных
для работы с нуклеиновыми кислотами. В ходе
исследований химерных молекул ZFN в клетках
дрозофилы и млекопитающих выявлена их высо-
кая цитотоксичность, обусловленная неспеци-
фическим распознаванием и разрезанием ДНК
(off-target effect) [16]. Очевидный способ повы-
сить специфичность узнавания мишени с помо-
щью ZFN ‒ увеличить число цинковых пальцев.
Однако Y. Shimizu и др. [19], обнаружили, что ак-
тивность нуклеаз с пятью или шестью цинковы-
ми пальцами гораздо ниже в сравнение с белками
с одним таким доменом. Таким образом, созда-
ние функциональных нуклеаз с несколькими

цинковыми пальцами представляет собой слож-
ную задачу.

TALEN
TALEN (transcription activator-like effectors nu-

clease) – это эффекторная нуклеаза, подобная ак-
тиваторам транскрипции. TALE – большое се-
мейство транскрипционных активаторов, кото-
рые относятся к факторам вирулентности
фитопатогенных бактерий рода Xanthomonas. Еще
в 1989 году U. Bonas и др. [20] показали, что они
содержат повторяющиеся элементы. Повторы
имеют одинаковую последовательность, за ис-
ключением аминокислот в позициях 12 и 13 (re-
peat variable di-residues, RVDs). Именно эта пара
аминокислот отвечает за специфическое распо-
знавание единичного нуклеотида в ДНК [21–23].
Модульное строение и специфичность к отдель-
ным нуклеотидам ДНК-распознающих доменов
TALE открывает возможность их применения в
качестве компонента химерных нуклеаз. Первые
химерные нуклеазы на основе TALE (TALEN ‒
TALE nuclease) были сконструированы на основе
фрагмента TALE-белка, содержащего повторы, и
нуклеазного домена FokI [24].

Cas-нуклеазы
В последние годы наиболее широко в геном-

ном редактировании используют Cas-нуклеазы,
которые являются частью CRISPR-Cas-систем
адаптивного иммунитета прокариот (от англ. clus-
tered regularly interspaced short palindromic repeats ‒
короткие палиндромные повторы, регулярно рас-
положенные группами). Системы CRISPR-Cas
имеют модульную организацию. Два основных
компонента – модуль, ответственный за адапта-
цию (вставку в CRISPR-кассету новых спейсе-
ров), и эффекторный модуль, ответственный за
интерференцию. Модули представлены комплек-
сами белков Cas, гены которых находятся в одном
опероне. На основе строения эффекторного мо-
дуля выделяют два класса CRISPR-Cas систем. В
системах Класса 1 эффекторный модуль пред-
ставлен многосубъединичным комплексом, в ко-
торый входит несколько Cas-белков. В системах
Класса 2 его функцию выполняет один крупный
белок, включающий большое число доменов.
Класс 1 включает CRISPR-Cas системы I, III, IV
типов, Класс 2 – II, V и VI [25]. Наибольший ин-
терес для практического применения представля-
ют эффекторные модули Класса 2, так как они
представлены единой белковой молекулой с нук-
леазной активностью.

Наиболее полно изучена нуклеаза Cas9 бакте-
рии Streptococcus pyogenes (SpCas9), представи-
тель II типа CRISPR-Cas систем. Для работы
Cas9 необходимы две РНК: crРНК (CRISPR RNA),



918

МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ  том 56  № 6  2022

КРОПОЧЕВА и др.

содержащая последовательность спейсера, и
tracrРНК (trans-activating crRNA). Cas9, загру-
женная crРНК-tracrРНК, вносит двунитевой раз-
рыв в последовательность, соответствующую
спейсеру, в ДНК-мишени. Для удобства практи-
ческого применения Cas9 в качестве сайт-специ-
фической программируемой нуклеазы crРНК и
tracrРНК объединяют в одну молекулу РНК ‒ sin-
gle guide RNA (sgРНК). Cas9 – крупная ДНК-эн-
донуклеаза (SpCas9 состоит из 1368 а.о.), внося-
щая двухцепочечный разрыв с образованием ту-
пого конца внутри участка, узнаваемого sgРНК,
на расстоянии 3 нуклеотидов от его правого кон-
ца. Расщепление ДНК осуществляется двумя
нуклеазными доменами. HNH-подобный домен
разрезает нить ДНК, комплементарную РНК-ги-
ду (целевая нить). RuvC-подобный домен имеет
укладку, подобную РНКазе Н, и разрезает проти-
воположную нить (нецелевая цепь) [26]. В начале
2013 года было опубликовано три исследования, в
которых показана возможность применения Сas9
в качестве программируемой ДНКазы для внесе-
ния изменений в геном в культурах клеток чело-
века [27–29]. Это положило начало использова-
нию нуклеазы Cas9 в науке и биотехнологии.

sgРНК позволяет направлять Cas9 к любой по-
следовательности ДНК, но при условии наличия
в ней мотива PAM (protospacer adjacent motif, при-
легающий к протоспейсеру мотив) справа от
узнаваемой последовательности. PAM, распозна-
ваемый SpCas9, представляет собой тринуклео-
тид 5'-NGG-3', где N ‒ любой из четырех нуклео-
тидов ДНК [30], для разных белков семейства Cas
длина и последовательность этого мотива могут
отличаться. Для расширения спектра последова-
тельностей, доступных для распознавания Cas9,
были сконструированы варианты фермента с из-
мененной специфичностью к РАМ [31, 32], а так-
же использованы белки Cas9 из других бактерий
[33–40].

Вторая проблема применения Cas9 – разреза-
ние нецелевой частично комплементарной ДНК.
Ошибки в распознавании ДНК могут быть след-
ствием неточного спаривания гида и мишени вне
района первичного связывания (seed) [40, 41]. Су-
ществуют два принципиальных подхода к сниже-
нию нецелевых эффектов: повышение специ-
фичности Cas9 [42] и ограничение времени ее
воздействия на ДНК [40, 43–47].

Практическое применение нашли и другие
представители CRISPR-Cas-систем II класса. В
2015 году была описана эффекторная нуклеаза
Cas12a (также известная как Cpf1) из системы V
типа бактерий Acidaminococcus и Lachnospiraceae
bacterium [48]. Cas12а расщепляет обе цепи двуни-
тевой ДНК с помощью одного нуклеазного доме-
на RuvC, что приводит к образованию двунитево-
го разрыва с 4‒5-нуклеотидными 5'-липкими

концами [48, 49]. Как и в случае Cas9, для узнава-
ния мишени необходимо наличие в ней РАМ ‒ в
данном случае слева от узнаваемой последова-
тельности. После разрезания ДНК-мишени и вы-
свобождения одного из продуктов Cas12а может
осуществлять неспецифическое экзонуклеазное
расщепление однонитевых ДНК. Это явление
было названо “коллатеральной активностью”. В
клетке такое расщепление может нарушать раз-
личные процессы метаболизма ДНК. На основе
коллатеральной активности Cas12a разработаны
системы детекции целевых последовательностей
ДНК в биологических образцах HOLMES (an
one-HOur Low-cost Multipurpose highly Efficient
System) [50] и DETECTR (DNA endonuclease-tar-
geted CRISPR trans reporter) [51].

Эффекторная нуклеаза VI типа CRISPR-Cas-
систем – Cas13 (также известная как С2с2) ‒ име-
ет два РНКазных домена HEPN (higher eukaryotes
and prokaryotes nucleotide binding). Впервые нук-
леаза этого типа была выделена в 2016 году из бак-
терии Leptotrichia shahii [52]. Cas13 с помощью
crРНК распознает целевую однонитевую РНК и
расщепляет ее, при этом также проявляется не-
специфическая коллатеральная активность.
Cas13 может быть направлена к целевым тран-
скриптам в клетках бактерий, растений и млеко-
питающих [53]. Эффективность разрушения це-
левой РНК сравнима с активностью РНК-интер-
ференции с помощью коротких РНК (см. ниже).
Однако для Cas13 показано значительно меньше
нецелевых эффектов. На основе коллатеральной
активности Cas13 создан высокочувствительный
метод детекции нуклеиновых кислот SHERLOCK
(Specific High-Sensitivity Enzymatic Reporter Un-
locking) [54, 55]. В настоящее время технологии
детекции с помощью Cas-нуклеаз продолжают
разрабатываться и совершенствоваться. Так, в
2020‒2021 гг. на этой платформе разработано
множество систем для обнаружения коронавиру-
са-2 тяжелого острого респираторного синдрома
(SARS-CoV-2) – возбудителя COVID-19 [56].

В конце 2021 года описаны две группы про-
граммируемых нуклеаз транспозонов прокариот.
Транспозоны группы IS200/IS605 кодируют бел-
ки IcsB ‒ предковые формы Cas9 ‒ и TnpB, от ко-
торых произошли нуклеазы Cas12. Они могут на-
правляться к целевой последовательности ДНК с
помощью гидовой РНК: ωРНК в случае IscB и
reРНК (right end RNA) для TnpB. Как и в случае
Cas-нуклеаз, для взаимодействия данных нуклеаз
транспозонов с целевой ДНК необходимо нали-
чие в ней определенной короткой последователь-
ности TAM (target-adjacent motif, или transposon-
associated motif) справа или слева от узнаваемой
последовательности для IcsB и TnpB соответ-
ственно. Показана возможность внесения на-
правленных изменений в геном клеток с помо-
щью описанных нуклеаз [57, 58].
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БЕЛКИ-АРГОНАВТЫ – НОВАЯ ГРУППА 
ПРОГРАММИРУЕМЫХ НУКЛЕАЗ

Аргонавты эукариот – ключевые белки 
РНК-интерференции

Белки-Аргонавты (Ago), как и Cas-белки,
узнают и разрезают мишень, будучи загруженны-
ми комплементарной гидовой нуклеиновой кис-
лотой (рис. 2). В отличие от Cas-нуклеаз, никаких
дополнительных последовательностей в мишени
(таких как РАМ) для этого не требуется. Белки-
Аргонавты найдены во всех доменах жизни: у
многих бактерий, архей и практически у всех эу-
кариот, из чего следует вывод об их древнем про-
исхождении и функциональной важности [59–
61]. У эукариот белки-Аргонавты участвуют в
процессе регуляции экспрессии генов малыми
РНК, подавлении активности транспозонов и за-
щите клеток от вирусных инфекций [62–68]. Они
связывают короткие интерферирующие РНК
(siРНК), микроРНК (miРНК) или РНК, ассоции-
рованные с белком PIWI (piРНК), и координиру-
ют последующие события сайленсинга генов,
взаимодействуя с другими белковыми факторами
[68–71]. Образующиеся эффекторные комплексы
распознают комплементарные РНК-мишени и
могут расщеплять их благодаря эндонуклеазной
активности Аргонавтов. Также для них описана
не зависящая от расщепления дестабилизация
РНК, репрессия транскрипции и трансляции че-
рез взаимодействия с другими белками [72, 73].

Среди эукариотических белков-Аргонавтов
выделяют три группы [74–76]. Первая включает
AGO-подобные белки, которые участвуют в ци-
топлазматическом посттранскрипционном сай-
ленсинге генов. Вторая группа включает PIWI-
подобные белки, которые встречаются преиму-
щественно в герминальных клетках животных;
они подавляют экспрессию мобильных генетиче-
ских элементов и тем самым вносят вклад в поддер-
жание целостности генома [69, 77–79]. Третья груп-
па, WAGO, представлена исключительно белками

червей и исследована на примере Caenorhabditis ele-
gans. У разных видов организмов встречается раз-
ное число белков-Аргонавтов разных групп. На-
пример, у человека известно четыре белка, относя-
щихся к группе AGO, и четыре – к группе PIWI [68,
80]. Различные пути РНК-интерференции могут
работать в одном и том же организме и даже в од-
ной клетке [81].

РНК-интерференция с участием белков груп-
пы AGO реализуется по двум альтернативным пу-
тям: на уровне РНК или хроматина [80, 82–85].
Собирается комплекс, отвечающий за подавле-
ние экспрессии генов с участием РНК (RISC –
RNA induced silencing complex). siРНК образуют-
ся в цитоплазме в результате процессинга экзо-
генных и эндогенных двухцепочечных РНК под
действием фермента Dicer и представляют собой
двухцепочечные РНК длиной 20‒30 нуклеоти-
дов. miРНК образуются в ядре из РНК-предше-
ственников, содержащих структуру шпильки, эндо-
нуклеазой Drosha [70, 77, 86–90]. После загрузки
короткими двухцепочечными РНК белка-Аргонав-
та происходит диссоциация одной из цепей дуп-
лекса siРНК, после чего такой комплекс может рас-
познавать полностью или частично комплементар-
ную мРНК-мишень. В результате происходит
ингибирование трансляции, эндонуклеазное рас-
щепление мишени Аргонавтом или экзонуклеазная
деградация мРНК другими нуклеазами [59, 91–93].
РНК-интерференция может проходить и на уровне
хроматина с помощью модификации гистонов
или метилирования ДНК, что также позволяет
подавить экспрессию генов или в редких случаях
приводит к активации транскрипции [80, 94, 95].
Белки группы PIWI также транслоцируются в яд-
ро при загрузке piРНК и подавляют экспрессию
транспозонов с помощью транскрипционного
сайленсинга генов [69, 84, 96, 97]. В целом, пути
РНК-интерференции вовлечены в широкий
спектр клеточных функций, включая рост, разви-
тие, апоптоз, а также в патофизиологические
процессы, такие как канцерогенез [98].

Рис. 2. Расщепление нуклеиновых кислот белками-Аргонавтами. Аргонавт загружается гидовой одноцепочечной мо-
лекулой нуклеиновой кислоты (связывание гида), после чего происходит поиск мишени на основании комплементар-
ного соответствия (распознавание мишени). Если мишень комплементарна гиду, конформация фермента меняется,
происходит катализ (разрезание мишени) и разрезанная мишень высвобождается (высвобождение мишени).

Связывание гида Распознавание мишени Разрезание мишени Высвобождение мишени
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Все эукариотические Аргонавты имеют в сво-
ем составе четыре домена: N-концевой, PAZ (Piwi-
Argonaute-Zwille), MID (middle) и PIWI (P-element
Induced Wimpy Testis), ‒ они образуют канал, в ко-
тором располагаются нуклеиновые кислоты [83,
99–101].

PIWI-домен белков-Аргонавтов содержит кон-
сервативную тетраду аминокислотных остатков
DEDX (где X, как правило, остаток аспарагино-
вой кислоты, гистидина или лизина), которая ко-
ординирует два двухвалентных катиона, необхо-
димых для катализа [59]. Многие белки-Аргонав-
ты содержат замены отрицательно заряженных
аминокислотных остатков каталитической тетрады
и не способны к расщеплению мишени [59–61].

В MID-домене находится карман для связыва-
ния 5'-конца молекулы-гида. В ряде случаев
5'-концевой нуклеотид гидовой цепи связывается
специфично. Так, hAgo2 человека, KpAgo из
дрожжей Kluyveromyces polysporus и SIWI из шел-
копряда Bombyx mori связывают гиды, содержа-
щие остаток уридина на 5'-конце [99, 102, 103].
Соответствующий неспаренный нуклеотид цепи-
мишени может специфически распознаваться в
отдельном кармане домена PIWI [104].

PAZ – небольшой домен (~140 а.о.), который
участвует в связывании 3′-конца гидовой цепи,
однако не является для этого абсолютно необхо-
димым. Интересно, что PAZ присутствует не
только в Аргонавтах, но и в белке Dicer. Вероятно,
PAZ-домен предка современных эукариотиче-
ских Аргонавтов претерпел дупликацию и попал
в Dicer [105].

N-концевой домен наименее консервативен и,
по-видимому, способствует разделению РНК-
дуплекса [99, 106–108].

Аргонавты прокариот: разнообразие структур

О существовании генов Аргонавтов у бактерий
и архей было известно достаточно давно, и белки
AfAgo из археи Archaeoglobus fulgidus [109–112] и
AaAgo из бактерии Aquifex aeolicus [113–115] даже ис-
пользовали в качестве модели для структурных ис-
следований РНК-интерференции. Первое описа-
ние разнообразия прокариотических Аргонавтов
выполнено в 2009 году [59]. K. Makarova и соавт.
обнаружили в невырожденной белковой базе
данных RefSeq 85 гомологов эукариотических Ар-
гонавтов, закодированных в 80 прокариотиче-
ских геномах. Быстрый рост числа секвенирован-
ных геномов бактерий и архей в последние годы
позволил найти намного больше Аргонавтов: 487
в 2014 году [61], 1010 в 2018 [60] и 1711 в 2020 [116].
В целом, около 10‒20% геномов бактерий и около
четверти архейных геномов кодируют хотя бы
один Аргонавт, а в редких случаях прокариотиче-

ский геном содержит сразу несколько генов Арго-
навтов.

На филогенетическом дереве белков-Аргонав-
тов (рис. 3) выделяют две большие группы: длин-
ные Аргонавты, содержащие те же 4 домена, что и
эукариотические белки, и короткие (“short”), в
которых отсутствуют домены N-концевой и PAZ
[59–61]. Все короткие Аргонавты имеют замены в
активном центре в домене PIWI, что свидетель-
ствует об отсутствии у них каталитической актив-
ности. Длинные Аргонавты подразделяются на
две группы, названные “longA” и “longB” [60].
Все представители группы В относятся к неактив-
ным Аргонавтам и зачастую имеют укороченный
домен PAZ, в то время как большинство длинных
Аргонавтов группы А обладает каталитической
тетрадой и полноразмерным PAZ. Тем не менее
некоторые представители различных ветвей груп-
пы А также содержат замены в каталитической
тетраде, что указывает на многократное появле-
ние неактивных форм в ходе эволюции [59–61].
Филогенетический анализ показал, что эукариоти-
ческие Аргонавты являются монофилетической
группой и происходят из длинных прокариотиче-
ских Аргонавтов группы А [59–61]. Интересно, что
филогенетическое дерево прокариотических Арго-
навтов не соответствует таксономическому дере-
ву живых организмов. Из этого можно сделать
вывод о существенном вкладе горизонтального
переноса в распространении генов Аргонавтов
среди бактерий и архей [59–61].

К настоящему моменту охарактеризовано не-
сколько десятков Аргонавтов прокариот из разных
ветвей филогенетического дерева. В таблице 1 при-
ведено описание свойств большинства исследо-
ванных к настоящему времени прокариотических
белков-Аргонавтов. Внимание большей частью
сфокусировано на изучении в системе in vitro Ар-
гонавтов бактерий и архей, обладающих нуклеаз-
ной активностью. В отличие от Аргонавтов эука-
риот, работающих в клетке с РНК-гидами и РНК-
мишенями, прокариотические Аргонавты преиму-
щественно распознают ДНК-мишени. Некоторые
из них расщеплют и РНК-мишени, хотя и менее
эффективно; функциональная значимость этого
феномена до сих пор не выяснена [100, 126, 148].
Большинство прокариотических Аргонавтов свя-
зывают ДНК-гиды, но некоторые (MpAgo из бак-
терии Marinitoga piezophila и его ближайшие гомо-
логи) предпочитают РНК-гиды [130]. Стоит ска-
зать, что некоторые Аргонавты эукариот тоже
могут использовать ДНК-гиды для распознава-
ния мишеней in vitro (например, hAgo2) [107, 156]
и даже участвовать в репарации ДНК (AGO1 из
Arabidopsis thaliana) [157], но, способны ли они
при этом взаимодействовать с ДНК in vivo, пока
неизвестно.
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Рис. 3. Филогенетическое дерево прокариотических белков-Аргонавтов. Дерево построено по данным, опубликован-
ным в статье [59]. Множественное выравнивание доменов MID и PIWI выполнено в программе MAFFT (v7.487) [117].
Для построения дерева использовали программу IQ-TREE (v2.1.4-beta) [118–120]. Цвета ветвей соответствуют группам
Аргонавтов: longA (темно-зеленый), longB (фиолетовый), short (бордовый). В кругах цветом отмечены особенности
устройства доменов PIWI (внутренний круг; активные белки ‒ зеленый, неактивные ‒ серый), MID (второй круг;
фосфатсвязывающий домен ‒желтый, ОН-связывающий домен ‒ черный) и PAZ (внешний круг; полноразмерный
PAZ ‒ светло-зеленый, укороченный ‒ розовый); в коротких Аргонавтах домен PAZ отсутствует.

Активные
Неактивные

Фосфатсвязывающий карман
OH-связывающий карман

Полноразмерный
Укороченный

PAZMIDPIWI

longB

Short

longA

PIWI
MID
PAZ

В отличие от Аргонавтов эукариот, прокарио-
тические Аргонавты не нуждаются во вспомога-
тельных белках для загрузки гидовыми нуклеино-
выми кислотами. Для TtAgo из бактерии Thermus
thermophilus, MjAgo из археи Methanocaldococcus
jannaschii, SeAgo из бактерии Synechococcus elongatus,
CbAgo из бактерии Clostridium butyricum и LrAgo из
бактерии Limnothrix rosea показан независимый
от гида процессинг плазмидной ДНК in vitro и за-
грузка фрагментами плазмиды в качестве гидов
без дополнительных белковых факторов [122, 132,
142, 145].

Домены MID и PIWI наиболее консервативны
и присущи всем белкам-Аргонавтам. MID-домен
играет ключевую роль в связывании 5'-конца
гидовой нуклеиновой кислоты. У прокариот и
PIWI-белков эукариот аминокислотные остатки
MID-кармана координируют двухвалентный ка-
тион (Mg2+ или Mn2+), участвующий в связыва-
нии 5'-концевого фосфата гида [100, 103, 110, 111,
148, 158]. Однако среди активных Аргонавтов
прокариот есть небольшая группа белков с гидро-
фобным карманом в MID-домене. Структурный
анализ одного из представителей этой группы,



922

МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ  том 56  № 6  2022

КРОПОЧЕВА и др.
Т

а
б

л
и

ц
а

 1
.

Х
ар

ак
те

ри
ст

ик
а 

ак
ти

вн
ы

х 
бе

лк
ов

-А
рг

он
ав

то
в 

пр
ок

ар
ио

т 
и 

эу
ка

ри
от

О
рг

ан
из

м
А

рг
он

ав
т,

pr
ot

ei
n 

ID
Ги

д,
 д

ли
на

а
5'

-к
он

ец
 

ги
да

b
М

иш
ен

ь
Те

м
пе

ра
ту

ра
ре

ак
ци

ис
И

он
М

ис
м

ат
чи

 
в 

ду
пл

ек
се

d
К

ат
ал

ит
ич

ес
ка

я 
ак

ти
вн

ос
ть

И
ст

оч
ни

к

А
р
го

н
а
в
т
ы

 п
р
о

к
а
р
и

о
т

Aq
ui

fe
x 

ae
ol

ic
us

A
aA

go
,

W
P_

01
08

80
93

7.1
Д

Н
К

18
‒

24
5′

-P
; ?

РН
К

,
(Д

Н
К

 ?
)

оп
т. 

55
°C

;
до

 7
5°

C
M

g2+
, M

n2+
?

П
ри

 за
гр

уз
ке

 
ги

до
м

[1
13

–
11

5]

C
lo

str
id

iu
m

 
bu

ty
ric

um
(ш

та
м

м
ы

 T
K

52
0,

 
C

W
B

I 1
00

9)

C
bA

go
,

W
P_

05
81

42
16

2.
1;

C
bc

A
go

,
W

P_
04

51
43

63
2.

1

Д
Н

К
e

(Р
Н

К
 с

ла
бо

)
16

‒
18

5′
-P

;
не

т
Д

Н
К

*
(Р

Н
К

 с
ла

бо
)

оп
т. 

37
°C

;
30

‒
60

°C
(C

bc
A

go
 о

пт
.

37
‒

42
°C

;
25

‒
55

°C
)

M
g2+

, M
n2+

,
C

o2+

↓5
, 6

, 1
2‒

15
 н

П
ри

 за
гр

уз
ке

 
ги

до
м

; 
бе

з г
ид

а

[1
16

, 1
21

–
12

3]

C
lo

str
id

iu
m

 
pe

rfr
in

ge
ns

C
pA

go
, 

W
P_

00
34

77
42

2.
1

Д
Н

К
15

‒
30

(≥
12

)

5′
-P

; н
ет

Д
Н

К
 (Р

Н
К

)
оп

т. 
37

°C
;

4–
70

°C
M

g2+
, M

n2+
↓1

2‒
15

 н
П

ри
 за

гр
уз

ке
 

ги
до

м
[1

24
]

Fe
rr

og
lo

bu
s p

la
ci

du
s

Fp
A

go
, 

W
P_

01
29

66
65

5.
1

Д
Н

К
15

‒
16

5′
-P

;
G

1
Д

Н
К

75
–

99
°C

M
g2+

, M
n2+

,
C

o2+
,

N
i2+

↑
7 

н;
↓3

,8
,11

‒
15

 н
П

ри
 за

гр
уз

ке
 

ги
до

м
[1

25
]

In
te

sti
ni

ba
ct

er
 b

ar
t-

le
tti

i
Ib

A
go

, 
W

P_
00

72
87

73
1.1

Д
Н

К
15

‒
30

(≥
14

)

5′
-P

; н
ет

Д
Н

К
оп

т. 
37

°C
;

4–
60

°C
M

g2+
, M

n2+
↓1

4‒
16

 н
П

ри
 за

гр
уз

ке
 

ги
до

м
[1

24
]

K
ur

th
ia

 m
as

sil
ie

ns
is

K
m

A
go

, 
W

P_
01

02
89

66
2.

1
Д

Н
К

 (Р
Н

К
)

16
‒

20
(≥

 12
)

5′
-P

; н
ет

Д
Н

К
(Р

Н
К

)
оп

т.
37

‒
60

°С
;

от
 2

5°
С

M
n2+

,
M

g2+
,

сл
аб

о 
C

o2+

↓4
, 5

, 1
0‒

15
 н

 
(Д

Н
К

‒
Д

Н
К

);
↓4

, 8
‒

1 
н 

(Д
Н

К
‒

РН
К

);
↓3

‒
11

 н
 

(Р
Н

К
‒

Д
Н

К
)

П
ри

 за
гр

уз
ке

 
ги

до
м

; б
ез

 ги
да

 
(3

7°
С

)

[1
26

, 1
27

]

L
im

no
th

rix
 ro

se
a

Lr
A

go
, 

W
P_

07
58

92
27

4.
1

Д
Н

К
e

16
‒

18
(≥

10
)

5′
-P

; н
ет

Д
Н

К
оп

т. 
37

°C
; 

30
–

54
°C

M
n2+

, M
g2+

,
оч

ен
ь 

сл
аб

о 
C

o2+

↑
4‒

8;
↓1

0‒
15

 н
П

ри
 за

гр
уз

ке
 

ги
до

м
;

бе
з г

ид
а

[1
22

]

M
et

ha
no

ca
ld

oc
oc

-
cu

s f
er

ve
ns

M
fA

go
, 

W
P_

01
57

91
21

6.
1

Д
Н

К
, Р

Н
К

16
5′

-P
 Д

Н
К

 и
 

РН
К

;
5′

-O
H

 Д
Н

К

Д
Н

К
оп

т.
80

‒
90

°C
;

от
 5

4°
C

M
n2+

, M
g2+

, 
C

o2+

?
П

ри
 за

гр
уз

ке
 

ги
до

м
[1

28
]

M
ar

in
ito

ga
pi

ez
op

hi
la

M
pA

go
, 

W
P_

01
42

95
92

1.1
РН

К
16

‒
40

5′
-O

H
; н

ет
Д

Н
К

 (Р
Н

К
)

37
, 5

5,
 6

0°
C

M
n2+

,
M

g2+
,

сл
аб

о 
N

i2+

↓5
, 7

, 8
 н

;
↓5

‒
15

 н
 д

ин
ук

-
ле

от
ид

ны
е 

за
м

ен
ы

П
ри

 за
гр

уз
ке

 
ги

до
м

[1
29

–
13

1]

M
et

ha
no

ca
ld

oc
oc

-
cu

s j
an

na
sc

hi
i

M
jA

go
, 

W
P_

01
08

70
83

8.
1

Д
Н

К
15

‒
41

5′
-P

;
пу

ри
ны

Д
Н

К
оп

т.
75

‒
95

°C
;

от
 3

7°
C

M
g2+

? ↓1
0‒

11
ди

ну
кл

ео
ти

д

П
ри

 за
гр

уз
ке

 
ги

до
м

; 
бе

з г
ид

а

[1
01

, 1
32

, 
13

3]



МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ  том 56  № 6  2022

ПРОКАРИОТИЧЕСКИЕ БЕЛКИ-АРГОНАВТЫ 923

a  Т
ип

 г
ид

ов
ой

 н
ук

ле
ин

ов
ой

 к
ис

ло
ты

 и
 е

е 
дл

ин
а 

(ч
ис

ло
 н

ук
ле

от
ид

ов
).

b  Х
ар

ак
те

ри
ст

ик
а 

5′
-к

он
ца

 г
ид

а:
 Р

 –
 ф

ос
ф

ат
на

я 
гр

уп
па

, 
О

Н
 –

 г
ид

ро
кс

ил
ьн

ая
 г

ру
пп

а;
 н

ал
ич

ие
 с

пе
ци

ф
ич

но
ст

и 
к 

аз
от

ис
то

м
у 

ос
но

ва
ни

ю
: н

ет
 –

 н
ет

 с
пе

ци
ф

ич
но

ст
и,

A
/U

/G
/C

 –
 т

ип
ы

 а
зо

ти
ст

ы
х 

ос
но

ва
ни

й,
 1

 –
 п

ер
вы

й 
ну

кл
ео

ти
д 

ги
до

во
й 

це
пи

; 1
' –

 п
ер

вы
й 

ну
кл

ео
ти

д 
це

пи
-м

иш
ен

и.
 З

де
сь

 и
 д

ал
ее

: ?
 –

 н
еи

зв
ес

тн
о.

c  Т
ем

пе
ра

ту
ра

, п
ри

 к
от

ор
ой

 А
рг

он
ав

т 
сп

ос
об

ен
 к

 р
аз

ре
за

ни
ю

 м
иш

ен
и;

 о
пт

. –
 т

ем
пе

ра
ту

рн
ы

й 
оп

ти
м

ум
, т

ак
ж

е 
пр

ив
ед

ен
 д

иа
па

зо
н 

те
м

пе
ра

ту
р,

 п
ри

 к
от

ор
ы

х 
А

рг
он

ав
т

ра
зр

ез
ае

т 
м

иш
ен

ь.
 Д

ис
кр

ет
ны

е 
зн

ач
ен

ия
 т

ем
пе

ра
ту

ры
 п

ри
ве

де
ны

 д
ля

 п
уб

ли
ка

ци
й,

 гд
е 

из
м

ер
ен

ия
 п

ро
во

ди
ли

сь
 т

ол
ьк

о 
в 

да
нн

ы
х 

ус
ло

ви
ях

.
d  В

ли
ян

ие
 м

ис
м

ат
че

й 
(н

ес
па

ре
нн

ы
х 

ну
кл

ео
ти

до
в 

ду
пл

ек
са

 г
ид

–
м

иш
ен

ь)
 н

а 
эф

ф
ек

ти
вн

ос
ть

 р
аз

ре
за

ни
я 

м
иш

ен
и;

 п
оз

иц
ии

 н
ук

ле
от

ид
ов

 (н
) п

ро
ну

м
ер

ов
ан

ы
 о

тн
ос

ит
ел

ьн
о

5′
-к

он
ца

 г
ид

а.
 ↑

 –
 у

ве
ли

че
ни

е 
эф

ф
ек

ти
вн

ос
ти

 р
ас

щ
еп

ле
ни

я,
 ↓

 –
 с

ни
ж

ен
ие

 э
ф

ф
ек

ти
вн

ос
ти

 р
ас

щ
еп

ле
ни

я.
e  К

ак
 in

 v
itr

o,
 т

ак
 и

 in
 v

iv
o.

N
at

ro
no

ba
ct

er
iu

m
 

gr
eg

or
yi

N
gA

go
, 

W
P_

00
55

80
37

6.
1

Д
Н

К
22

‒
24

5′
-P

; ?
Д

Н
К

 ?
(Р

Н
К

 ?
)

37
°C

M
g2+

?
П

ри
 за

гр
уз

ке
 

ги
до

м
 [1

34
–

13
8]

Py
ro

co
cc

us
 fu

rio
su

s
Pf

A
go

,
W

P_
01

10
11

65
4.

1
Д

Н
К

15
‒

31
5′

-P
; н

ет
Д

Н
К

оп
т.

87
‒

99
.9

°C
;

от
 3

7°
C

M
n2+

,
C

o2+

?
П

ри
 за

гр
уз

ке
 

ги
до

м
; б

ез
 ги

да
 [1

39
–

14
1]

Sy
ne

ch
oc

oc
cu

s 
el

on
ga

tu
s

Se
A

go
, 

W
P_

01
12

44
83

0.
1

Д
Н

К
e

14
‒

24
5′

-P
; н

ет
Д

Н
К

e
оп

т. 
37

°C
M

n2+
, 

сл
аб

о 
M

g2+

↑
5,

 6
, 1

0;
↓7

, 1
2‒

15
, 1

8 
н

П
ри

 за
гр

уз
ке

 
ги

до
м

; б
ез

 ги
да

 [1
42

]

T
he

rm
ot

og
a 

pr
o-

fu
nd

a
Tp

A
go

, 
W

P_
04

10
81

26
8.

1
РН

К
21

5′
-O

H
; ?

Д
Н

К
60

°C
M

g2+
, M

n2+
?

П
ри

 за
гр

уз
ке

 
ги

до
м

 [1
30

]

T
he

rm
us

 
th

er
m

op
hi

lu
s

Tt
A

go
, 

W
P_

01
11

74
53

3.
1

Д
Н

К
e

13
‒

25
5′

-P
;

C
1

G
1'

Д
Н

К
e

(Р
Н

К
)

оп
т.

 7
3‒

75
°C

;
≥2

0°
C

 
оц

Д
Н

К
;

≥6
5°

C
 п

ла
з-

м
ид

ы

M
n2+

, M
g2+

↓1
2‒

15
 н

П
ри

 за
гр

уз
ке

 
ги

до
м

; б
ез

 ги
да

 [1
00

, 1
06

, 
14

3–
14

9]

А
р

го
н

а
в

т
ы

 э
у
к

а
р
и

о
т

H
om

o 
sa

pi
en

s
hA

go
2,

 
N

P_
03

62
86

.2
РН

К
e

(Д
Н

К
)

20
‒

21

5′
-P

;
U

1
A

1'

РН
К

e
37

°C
M

g2+
↓2

‒
8 

н 
(с

вя
зы

-
ва

ни
е 

м
иш

ен
и)

;
↓8

‒
11

 н
 тр

ой
-

но
й 

м
ис

м
ат

ч

П
ри

 за
гр

уз
ке

 
ги

до
м

 [9
9,

 13
9,

 
15

0–
15

2]

K
lu

yv
er

om
yc

es
 p

ol
y-

sp
or

us
 (V

an
de

rw
al

to
-

zy
m

a 
po

ly
sp

or
a)

K
pA

go
, 

X
P_

00
16

44
46

1.1
РН

К
e

(Д
Н

К
)

12
‒

17
(1

1‒
25

)

5′
-P

;
U

1
РН

К
e

25
‒

30
°C

M
g2

↓7
‒

14
 н

(↓
↓9

‒
13

)
П

ри
 за

гр
уз

ке
 

ги
до

м
 [1

02
, 1

53
]

Bo
m

by
x 

m
or

i
SI

W
I,

 
N

P_
00

10
98

06
6.

2
РН

К
e

28
‒

30
5′

-P
;

U
1

РН
К

e
26

, 3
7°

C
M

g2+
,

M
n2+

↓2
‒

7 
н 

(с
вя

зы
-

ва
ни

е 
м

иш
ен

и)
П

ри
 за

гр
уз

ке
 

ги
до

м
 [1

03
, 1

54
, 

15
5]

О
рг

ан
из

м
А

рг
он

ав
т,

pr
ot

ei
n 

ID
Ги

д,
 д

ли
на

а
5'

-к
он

ец
 

ги
да

b
М

иш
ен

ь
Те

м
пе

ра
ту

ра
ре

ак
ци

ис
И

он
М

ис
м

ат
чи

 
в 

ду
пл

ек
се

d
К

ат
ал

ит
ич

ес
ка

я 
ак

ти
вн

ос
ть

И
ст

оч
ни

к

Т
а

б
л

и
ц

а
 1

.
 О

ко
нч

ан
ие



924

МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ  том 56  № 6  2022

КРОПОЧЕВА и др.

MpAgo из Marinitoga piezophila, показал, что такие
Аргонавты не связывают двухвалентный катион в
MID-кармане и “предпочитают” нефосфорили-
рованные по 5'-концу гиды [60, 130].

Некоторые Аргонавты бактерий и архей дис-
криминируют гиды по азотистому основанию
5'-концевого нуклеотида: RsAgo из бактерии
Rhodobacter sphaeroides связывает гиды, содержа-
щие урацил на 5'-конце, TtAgo из бактерии Ther-
mus thermophilus – цитозин, FpAgo из археи Ferro-
globus placidus – гуанин, MjAgo из археи Methano-
caldococcus jannaschii – пурины. В то же время
другие исследованные Аргонавты прокариот не
проявляют специфичности в связывании 5'-кон-
цевого нуклеотида (табл. 1) [101–103, 122, 124,
125, 130, 141, 142, 146, 159]. Соответствующий не-
спаренный нуклеотид цепи-мишени может специ-
фически распознаваться в отдельном кармане доме-
на PIWI (G – для TtAgo, А – для RsAgo) [145, 158].

Будучи связанным в MID-кармане, 5'-конце-
вой нуклеотид молекулы-гида не участвует в об-
разовании водородных связей с мишенью и назы-
вается якорным (“anchor”). Также в гиде выделяют
район первичного связывания (“seed”) – 2‒8 нук-
леотидов, сайт расщепления – 10‒11 нуклеоти-
дов, 3'-дополнительный (“supplementary”) сайт –
12‒16 нуклеотидов и 3'-концевой участок, по-
следний нуклеотид которого обычно связывается
в кармане PAZ-домена [151, 160–164]. Большин-
ство активных Аргонавтов расщепляет мишень
между позициями, комплементарными 10 и 11
нуклеотидам гидовой цепи [100, 101, 132, 133, 148].
Некоторые прокариотические Аргонавты, в нор-
ме связывающие 5'-фосфорилированные гиды,
также могут использовать и 5'-OH гиды, напри-
мер CbAgo, LrAgo, KmAgo, SeAgo, однако в этом
случае сайт расщепления сдвигается на один нук-
леотид [122, 123, 126, 142].

Связывание комплементарной мишени Арго-
навтом, загруженным гидом, сопровождается
структурными перестройками, которые включа-
ют вращение домена PAZ и изменение взаимо-
расположения нескольких петель в домене PIWI
[100, 129, 144, 148]. 3'-Конец гидовой цепи высво-
бождается из PAZ и образуется каталитически ак-
тивный тройной комплекс Аргонавта с гидом и
мишенью [165, 166].

Для эукариотических Аргонавтов показана
важность комплементарности гида и мишени в
позициях 2‒8 дуплекса, считая от 5′-конца гида в
районе первичного связывания (“seed”). Неком-
плементарные нуклеотиды и инсерции в гиде на-
против места разрезания мишени также значи-
тельно уменьшают эффективность расщепления
мишеней, а мисматчи в 3'-концевом участке не
оказывают значительного влияния [151, 163, 167].
Такую общую закономерность нельзя выявить
для Аргонавтов прокариот, вероятно, в связи с их

большим разнообразием. Взаимодействия гидов
с не полностью комплементарными мишенями
могут по-разному влиять на активность прокари-
отических Аргонавтов. Показано, что TtAgo и
RsAgo могут связывать дуплекс гида с мишенью с
инсерциями в seed-районе без существенных из-
менений структуры [158, 168, 169]. У LrAgo и SeA-
go некомплементарные взаимодействия в районе
первичного связывания даже стимулируют рас-
щепление ДНК [122, 142]. Интересно отметить,
что наличие дополнительных или некомплемен-
тарных нуклеотидов в seed-районе стимулирует
высвобождение гибрида “гид‒мишень” из hAgo2
и прокариотического RsAgo, что может быть ме-
ханизмом замены молекул гида, связанных с Ар-
гонавтом [150, 158]. В отличие от Аргонавтов эу-
кариот, CbAgo, LrAgo, SeAgo и TtAgo чувстви-
тельны к наличию неспаренного участка в
3'-дополнительной области ДНК-гида [122, 142,
143]. В целом, подобные эксперименты необхо-
димы для понимания специфичности выбора и
разрезания мишени при изучении новых прока-
риотических Аргонавтов разных групп.

Остается открытым вопрос о том, какие именно
особенности строения прокариотических Аргонав-
тов отвечают за дискриминацию РНК/ДНК-гидов
и мишеней, а также за чувствительность к нару-
шениям комплементарности в дуплексе гид‒ми-
шень. Вероятно, эти особенности, в первую оче-
редь, определяются различиями в строении доме-
нов MID и PIWI. Для ответа на поставленный
вопрос необходимы дальнейшие исследования
активности и структур прокариотических белков-
Аргонавтов.

Белки-Аргонавты защищают клетки прокариот 
от чужеродных нуклеиновых кислот

Еще в 2009 году было высказано предположе-
ние о возможной роли прокариотических Арго-
навтов в защите клеток от вирусов [59]. В то же
время экспериментальные данные, подтвержда-
ющие эту гипотезу, появились совсем недавно.

Во-первых, показано, что гены Аргонавтов ча-
сто находятся в так называемых “защитных ост-
ровках” (defence islands) ‒ участках генома с по-
вышенной мобильностью, в которых кодируются
различные системы, защищающие бактерии и археи
от чужеродных нуклеиновых кислот. Наиболее из-
вестные защитные механизмы прокариот – это си-
стемы рестрикции-модификации и CRISPR-Cas.
На сегодняшний день известно более сотни таких
систем, и это число продолжает расти [170–173].
Гены с неизвестной функцией, часто закодиро-
ванные в защитных островках, с высокой вероят-
ностью также вовлечены в работу защитных си-
стем [59, 174–176]. Интересно, что некоторые
группы прокариотических Аргонавтов ассоции-
рованы с определенными защитными системами.
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Так, использующий РНК-гиды MpAgo и его бли-
жайшие гомологи кодируются вблизи систем
CRISPR-Cas [130]. Более обширный анализ пока-
зал, что активные Аргонавты бактерий и архей в
большинстве случаев кодируются в геномах, со-
держащих также CRISPR-Cas-системы, в то вре-
мя как геномы без Аргонавтов или с неактивны-
ми Аргонавтами содержат CRISPR-Cas-системы
намного реже [116]. Более подробный анализ ас-
социации различных групп Аргонавтов с другими
защитными системами прокариот ‒ предмет
дальнейших исследований.

Во-вторых, некоторые прокариотические Ар-
гонавты ассоциированы с дополнительными до-
менами, выполняющими защитные функции.
Так, многие короткие Аргонавты имеют в своем
составе домены SIR2 (silent information regulator 2)
или TIR (Toll/interleukin-1 receptor) или кодирую-
щие их последовательности находятся в соседнем
гене [59, 60]. Эти домены также входят в защит-
ную систему Thoeris, найденную у бактерий: в от-
вет на заражение клетки вирусом они расщепля-
ют NAD+, что приводит к смерти клетки и оста-
новке распространения вируса в популяции [175,
177, 178]. Недавно показано, что системы
SIR2/Ago и TIR/Ago защищают клетки бактерий
от фагов и плазмид: MID-PIWI домены Аргонав-
тов узнают чужеродную ДНК, а SIR2 или TIR рас-
щепляет NAD+ [178, 179]. Система TIR/Ago также
участвует в защите от плазмид. Некоторые Арго-
навты ассоциированы в оперонах с нуклеазами из
разных семейств, которые, предположительно,
участвуют в продукции гидов или выполняют роль
белков-эффекторов защитных систем [59, 60].

Наконец, в последние годы получены прямые
экспериментальные подтверждения защитной
роли длинных Аргонавтов в бактериях. Так, белок
CbAgo защищает клетки от фагов [116], белки
CbAgo [116], PfAgo (из археи Pyrococcus furiosus)
[141] и RsAgo [159] снижают эффективность
трансформации и способствуют деградации плаз-
мид в бактериальных клетках.

Помимо защиты клеток от чужеродной ДНК
Аргонавты могут выполнять и другие функции. К
настоящему моменту известен один такой при-
мер: показано, что в отсутствие гиразы TtAgo
участвует в клеточном делении, разрешая катена-
ны хромосом после репликации в клетках Ther-
mus thermophilus [149]. Разнообразие строения и
особенностей активности прокариотических Ар-
гонавтов может свидетельствовать о том, что их
функциональная роль в клетках бактерий и архей
не ограничивается известными на сегодняшний
день примерами.

ПЕРСПЕКТИВЫ ПРАКТИЧЕСКОГО 
ПРИМЕНЕНИЯ ПРОКАРИОТИЧЕСКИХ 

БЕЛКОВ-АРГОНАВТОВ

Белки-Аргонавты считаются перспективными
кандидатами для направленных манипуляций с
нуклеиновыми кислотами и редактирования ге-
номов. Способность белков-Аргонавтов работать
в качестве сайт-специфических программируе-
мых нуклеаз открывает широкие возможности
для их применения in vitro. Известные к настоя-
щему моменту области применения белков-Арго-
навтов бактерий суммированы на рис. 4.

В отличие от часто используемых в лаборатор-
ной практике эндонуклеаз рестрикции, с помо-
щью белка-Аргонавта можно внести разрез по-
тенциально в любую последовательность ДНК и
получать фрагменты с “липкими” концами необ-
ходимой длины и нуклеотидного состава. В связи
с тем, что Аргонавты имеют единственный актив-
ный центр и могут расщепить только одну цепь
ДНК, для расщепления двунитевой ДНК необхо-
димо загружать Аргонавты гидами, комплемен-
тарными противоположным цепям в районе сай-
та разрезания. Так, Аргонавт PfAgo термофиль-
ной бактерии успешно использован для сборки
генетических конструкций, а также для их анали-
за [185]. В масштабном исследовании с использо-
ванием панели гидов для Аргонавта TtAgo опре-
делены закономерности предпочтения к последо-
вательностям гидов. На основании результатов,
полученных в ходе этой работы, можно суще-
ственно оптимизировать “работу” TtAgo в каче-
стве программируемой эндонуклеазы [143, 186].

Важное направление применения белков-Ар-
гонавтов – детекция целевых последовательно-
стей и модификаций нуклеотидов в биологиче-
ских образцах. Система обнаружения искомой
последовательности в образце, разработанная на
основе PfAgo, получила название PAND (PfAgo-
mediated Nucleic acid Detection). В методике ис-
пользуют репортерную ДНК, при расщеплении
которой Аргонавтом происходит разобщение
флуоресцентной метки и гасителя и появляется
флуоресцентный сигнал (рис. 4). Гидом для раз-
резания репортера служит фрагмент искомой по-
следовательности ДНК, который вырезается из
ДНК образца с помощью PfAgo и комбинации
трех синтетических гидов. При использовании
репортеров с различными флуоресцентными ма-
ячками возможна детекция нескольких последо-
вательностей в одной пробирке [180]. Этот метод
успешно адаптировали для идентификации РНК
SARS-CoV-2 и его мутантного варианта (D614G в
белке шипа) в образцах, полученных от пациен-
тов [187]. Объединение двух методов: PAND и
лигазной цепной реакции, позволило упро-
стить процедуру детекции нуклеиновых кислот.
Комбинированный протокол получил название
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PLCR (PfAgo coupled with modified Ligase Chain
Reaction for nucleic acid detection). Термостабиль-
ная лигаза соединяет две половины гида, исполь-
зуя целевую ДНК как матрицу. Далее в ходе не-
скольких циклов происходит амплификация ги-
дов. Гид загружается в Аргонавт, происходит
разрезание репортерной ДНК, в результате чего
появляется флуоресцентный сигнал [181].

Другие предложенные методы основаны на
принципе снижения активности Аргонавта при
наличии в мишени замены или модификации ‒
по сравнению с ситуацией, когда гид и мишень
полностью комплементарны (рис. 4). Быстрый
анализ наличия инсерций или делеций в одной

или двух аллелях целевого гена, возникающих
при редактировании генома, возможен, если по-
добрать гиды к месту расщепления ДНК редакти-
рующей нуклеазой. В случае аллеля дикого типа
произойдет разрезание ДНК Аргонавтом. Про-
дукты реакции можно детектировать в геле [182].
Для обнаружения редких однонуклеотидных за-
мен, возникающих, например, в раковых клетках,
разработан метод NAVIGATER (Nucleic Acids of
clinical interest Via DNA-Guided Argonaute from
Thermus thermophilus). Для обнаружения ДНК или
РНК с однонуклеотидной заменой нужно подо-
брать гид так, чтобы он был комплементарен пре-
обладающим в образце последовательностям ди-

Рис. 4. Детекция целевых последовательностей в биологических образцах с использованием белков-Аргонавтов. a –
Детекция нуклеиновых кислот с помощью Аргонавтов. Аргонавт программируют так, чтобы вырезать из ДНК целе-
вую последовательность; кроме того, в образец добавляют комплементарный этой последовательности олигонуклео-
тидный зонд, имеющий структуру шпильки, к концам которой присоединены флуоресцентная метка (F) и гаситель (Q).
При первом раунде катализа Аргонавт вырезает целевую последовательность в образце, после чего связывают ее в ка-
честве гида и осуществляет второй раунд катализа, в результате чего происходит расщепление флуоресцентного зонда.
По увеличению интенсивности свечения судят о наличии целевой последовательности [180, 181]. б – Анализ мутант-
ных аллелей в биологических образцах. Для обнаружения мутантного аллеля ДНК сначала амплифицируют, а затем
ПЦР-продукты инкубируют при 98°С с Аргонавтом с парными ДНК-гидами, соответствующими одному из вариантов
целевой последовательности; продукты разделяют в агарозном геле [182]. в – Детекция редких вариантов ДНК. Обра-
зец с мутантной ДНК инкубируют с Аргонавтом, загруженным гидами к последовательности дикого типа; после ка-
тализа целыми остаются только мутантные ДНК; их количество можно оценить с помощью ПЦР в реальном времени
или другими методами [183]. НК – нуклеиновая кислота. г – Для детекции микроРНК каталитически неактивный Ар-
гонавт загружают гидом, соответствующим целевой последовательности и содержащим флуоресцентную метку; после
инкубации с иммобилизованными на чипе miРНК детектируют сигнал флуоресценции гидов, иммобилизованных в
комплексе с Аргонавтами и miРНК-мишенью [184]. д – Выявление модификаций в РНК (например, присутствие ино-
зина в интересующей последовательности предотвращает разрезание мишени) [131]. е – Анализ вторичной структуры
РНК. Структурированные РНК инкубируют с Аргонавтами, загруженными гидами к различным участкам последова-
тельности; сайты разрезания можно детектировать напрямую или с помощью обратной транскрипции [126, 127, 153].
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кого типа, а редкий вариант имел замену в 10 или
11 положении мишени, считая от 5'-конца гида.
Наличие замены резко снижает нуклеазную ак-
тивность TtAgo. В этом случае ДНК дикого типа
будет расщеплена Аргонавтом и относительное
содержание редкого варианта повысится. Такое
обогащение дает возможность детектировать ред-
кий вариант стандартными методами: различны-
ми вариантами ПЦР или секвенированием [183].

Для обнаружения замен и модификаций в
РНК необходимо использовать Аргонавт с соот-
ветствующей специфичностью. MpAgo использу-
ет в качестве гидов РНК и может связывать ком-
плементарную РНК-мишень. Для распознавания
мишени наиболее важны 6 и 7 нуклеотид. С по-
мощью определения прочности ассоциации ги-
довой РНК с мишенью возможно идентифициро-
вать мисматчи, а также модифицированные нук-
леотиды, такие как инозин (рис. 4) [131]. Разность
в эффективности расщепления одно- и двуните-
вой РНК может быть использована для изучения
строения высокоструктурированных РНК. Воз-
можность направлять Аргонавт к определенным
последовательностям РНК позволяет изучать
структуру конкретных участков РНК в различных
условиях [126, 127, 153].

Аргонавты также нашли применение в микро-
скопии супер разрешения для визуализации
структур, находящихся за дифракционным пре-
делом микроскопии. Метод DNA-PAINT (DNA
Point Accumulation In Nanoscale Topology) основан
на детекции ассоциации и диссоциации флуорес-
центного ДНК-зонда с закрепленной ДНК-мише-
нью. В случае, если меченый ДНК-гид загружен в
Аргонавт CbAgo, скорость процесса повышается за
счет того, что Аргонавт организует гидовую ДНК
для оптимального связывания мишени [188].
Способность Аргонавта ускорять связывание
флуоресцентно меченного ДНК-гида с РНК-ми-
шенью также была использована для специфиче-
ской визуализации miРНК. Авторы, S. Shin и др.
[184], назвали эту технологию Ago-FISH (Argo-
naute-based Fluorescence In Situ Hybridization)
(рис. 4).

Способность Аргонавтов вносить сайт-специ-
фические разрезы в нуклеиновые кислоты позво-
ляет рассматривать их как потенциальные ин-
струменты для редактирования генома и тран-
скриптома. В этом качестве Аргонавты могут
иметь некоторые преимущества перед наиболее
широко используемыми сейчас Cas-нуклеазами.
Во-первых, Аргонавты не требуют наличия PAM-
последовательности в целевой ДНК. Во-вторых,
гиды для большинства Аргонавтов прокариот
представляют собой короткие ДНК, в то время
как для Cas необходимы длинные РНК-гиды.
Синтез ДНК гораздо дешевле, это открывает воз-
можности для широкого применения системы

редактирования генома, основанного на исполь-
зовании Аргонавтов. В-третьих, размер молекулы
Аргонавта меньше, чем Cas9, поэтому их легче
доставлять внутрь клеток [189, 190].

В 2016 году опубликована работа по редакти-
рованию генома клеток человека с помощью Ар-
гонавта из галофильной археи Natronobacterium
gregoryi (NgAgo) [189]. Однако вскоре авторы ото-
звали статью, так как другие группы исследовате-
лей не подтвердили достоверность изложенных в
ней результатов при попытках внести с помощью
NgAgo изменения в геном клеток человека, эм-
брионов мыши и эмбрионов Danio rerio, а также
вируса гепатита В [135, 137, 138, 191–194]. Также
не удалась попытка редактирования генома кле-
ток человека с использованием Аргонавта TtAgo
[135]. Таким образом, вопрос о возможности при-
менения Аргонавтов в качестве инструмента ре-
дактирования генома остается открытым. Следу-
ет сказать, что выбор белка-Аргонавта может зна-
чительно повлиять на результаты таких
экспериментов. В опубликованных работах ис-
пользовали Аргонавты из термофильных микро-
организмов ‒ с оптимумом работы при высоких
температурах. Кроме того, NgAgo – белок из га-
лофильной археи, а известно, что экспрессия и
сворачивание таких белков происходит неэффек-
тивно в нормальных солевых условиях [195]. В не-
которых исследованиях, не давших положитель-
ного результата, на C-конец Аргонавта был до-
бавлен сигнал ядерной локализации (nuclear
localization signal, NLS) [135, 137, 193]. Это могло
повлиять на активность белка, так как C-конец
Аргонавта важен для катализа [144]. Также ис-
пользовали гиды к последовательностям, находя-
щимся на противоположных цепях ДНК на боль-
шом расстоянии друг от друга [194]. В нескольких
исследованиях с использованием NgAgo замети-
ли снижение уровня мРНК целевого гена без вне-
сения изменений в соответствующий участок ге-
нома, возможно, из-за взаимодействий Аргонав-
та с РНК-мишенями [137, 138]. Таким образом,
для проведения дальнейших экспериментов по
редактированию генома стоит выбирать высоко-
специфичные к ДНК-мишеням Аргонавты, ак-
тивность которых оптимальна при физиологиче-
ских условиях.

Аргонавты с нефункциональным каталитиче-
ским центром ‒ неактивные Аргонавты или му-
тантные формы активных Аргонавтов – также
имеют большой потенциал практического при-
менения. Такие Аргонавты распознают целевые
последовательности ДНК или РНК с помощью
гидов и потенциально могут быть использованы в
качестве ДНК-распознающего домена при кон-
струировании химерных белков с различными
функциями. Ранее подобные подходы с успехом
использовали в случае Cas-нуклеаз. Возможные
области применения каталитически неактивных
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белков-Аргонавтов бактерий суммированы на
рис. 5. Например, соединение Аргонавтов с фер-
ментами, модифицирующими азотистые основа-
ния, может быть использовано для внесения из-
менений в последовательность ДНК или РНК без
образования двухцепочечного разрыва. Цитидин-
дезаминаза конвертирует цитидин в уридин, что
приводит к замене пары C:G на T:A при реплика-
ции ДНК [196]. Провести обратную замену ‒ пары
Т:A на С:G ‒ может химерный белок, содержа-
щий в качестве функционального домена адено-
зиндезаминазу, которая превращает аденин в
инозин, распознаваемый полимеразами как гуа-
нин [197].

Аргонавты могут использоваться как ДНК-
распознающий домен для привлечения к нужным
местам ДНК факторов, изменяющих эпигенети-
ческие метки и тем самым активирующих или
инактивирующих экспрессию генов (рис. 5). Для
этого могут быть использованы подходы, ранее
предложенные для каталитически неактивных
вариантов Cas-нуклеаз. Активации или подавления
экспрессии генов можно добиться, соединив Арго-
навт соответственно с транскрипционными акти-

ваторами или репрессорами. Например, направле-
ние цитозин-ДНК-метилтрансферазы DNMT3A к
промотору целевого гена позволяет снизить его
экспрессию. Использование домена KRAB
(Krüppel-associated box), образующего комплекс с
двумя ДНК-метилтрансферазами гистонов, при-
водит к репрессии целевых генов. Соединение с
ацетилтрансферазой р300 приводит к ацетилиро-
ванию лизина в позиции 27 гистона Н3 и, как
следствие, к транскрипционной активации целе-
вых генов [40, 198]. Изменение взаиморасполо-
жения участков ДНК в ядре может приводит к из-
менению экспрессии генов, например при сбли-
жении промоторов и энхансеров [199]. Для этого
могут быть использованы неактивные Аргонав-
ты, соединенные с гетеродимеризующимися бел-
ковыми доменами. Также Аргонавты могут быть
использованы в качестве ДНК-распознающего
домена для визуализации различных структур и
процессов, происходящих в ядре в случае сшивок
с флуоресцентными белками, как это было пока-
зано для нуклеаз TALEN [200], или в качестве
РНК-распознающего домена для визуализации
местонахождения целевых РНК в клетке (рис. 5).

Рис. 5. Перспективные направления применения каталитически неактивных Аргонавтов в биотехнологии. a – Арго-
навт (Ago) может быть сшит с флуоресцентной меткой (F) и загружен гидом, комплементарным интересующей после-
довательности. б – Аргонавт может быть объединен с ферментами, заменяющими или модифицирующими нуклеоти-
ды в составе РНК. в – Объединение Аргонавта с транскрипционным фактором (ТФ) может усиливать транскрипцию
конкретного гена; сходный эффект достигается при конкуренции Аргонавта с белком-репрессором транскрипции;
Аргонавт с дополнительными доменами может усилить связь энхансера с промотором интересующего гена и тем са-
мым активировать транскрипцию. г – При нацеливании Аргонавта на конкретный участок пре-мРНК можно регули-
ровать ее сплайсинг. д – Для программируемого изменения конкретных участков генома Аргонавт может быть сшит
с различными ферментами системы редактирования ДНК. е – Для редактирования эпигенома Аргонавт может быть
соединен с ферментами, модифицирующими гистоны и ДНК (маленьким красным кругом обозначена модификация
гистона, сиреневым – метилирование цитозина в ДНК).
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Неактивные Аргонавты, взаимодействующие с
РНК-мишенями, могут быть использованы для
привлечения к РНК дополнительных функцио-
нальных доменов для регуляции экспрессии генов
на посттранскрипционном уровне. Например, эф-
фекторные домены белков YTHDF1 и YTHDF2
(YT521-B Homology Domain Family) в эукариоти-
ческих клетках распознают N6-метиладенозин в
РНК. YTHDF1 активирует трансляцию целевой
РНК, а YTHDF2, наоборот, приводит к ее дегра-
дации. Замена домена, распознающего N6-мети-
ладенозин, на РНК-распознающий домен позво-
ляет направить эти функции к произвольно вы-
бранной РНК [201]. Также возможно точечное
редактирование РНК с помощью дезаминазного
домена белка ADAR1 (Adenosine Deaminase Acting
on RNA) или ADAR2 человека. Этот белок пре-
вращает аденозин в инозин, преимущественно в тех
случаях, когда аденозин стоит напротив цитидина в
РНК-дуплексе [202]. Аналогично опубликованным
экспериментам с использованием dCas9 (каталити-
чески неактивным вариантом Cas-9), РНК-узнаю-
щие Аргонавты можно использовать и для регуля-
ции альтернативного сплайсинга, изменяя эффек-
тивность включение в зрелую мРНК определенных
экзонов (рис. 5) [203].

Эволюция инструментов для редактирования
генома шла от поиска и создания белков, способ-
ных узнавать конкретные последовательности
ДНК (мегануклеазы, TALEN, нуклеазы на основе
цинковых пальцев) к открытию универсальных
программируемых нуклеаз, специфичность кото-
рых определяется гидовыми нуклеиновыми кис-
лотами. К таким направляемым нуклеазам отно-
сятся ферменты на основе Cas-белков, которые
активно используют в настоящее время для ре-
дактирования генов, а также белки-Аргонавты.
Хотя пока не удалось достичь успехов в использо-
вании Аргонавтов для редактирования геномов,
их разнообразие, как структурное, так и функци-
ональное, позволяет надеяться, что в скором вре-
мени они составят конкуренцию нуклеазам Cas.

В настоящее время исследования белков се-
мейства Аргонавтов прокариот уже привели к
практическому применению результатов данных
работ ‒ в формате новых высокочувствительных
методов детекции нуклеиновых кислот, в том
числе РНК SARS-CoV-2. В ближайшее время сто-
ит ожидать появления работ с использованием
Аргонавтов как эффективных инструментов для
манипуляций с нуклеиновыми кислотами in vitro,
а затем и in vivo, в том числе для редактирования
геномных последовательностей.

Работа выполнена при поддержке гранта Рос-
сийского научного фонда 19-14-00359.
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Procaryotic Argonaute Proteins as a Tool for Biotechnology
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Programmable nucleases are the most important tool for targeted manipulations with the genes and genomes
of both prokaryotes and eukaryotes. Since the end of the 20th century, many approaches have been developed
for specific modification of the genome. The review briefly considers the advantages and disadvantages of the
main genetic editors known to date. The main attention is paid to programmable nucleases from the family
of prokaryotic Argonaute proteins. Argonaute proteins can recognize and cleave DNA sequences using small
complementary guide molecules and play an important role in protecting prokaryotic cells from invading
DNA. Argonaute proteins have already found applications in biotechnology for targeted cleavage and detec-
tion of nucleic acids and can potentially be used for genome editing.
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Ключевым компонентом революционной технологии редактирования генома с помощью CRISPR/Cas
системы Streptococcus pyogenes служит мультидоменный белок SpCas9 (Cas9). Однако специфичность
фермента Cas9 дикого типа недостаточно высока для редактирования больших геномов высших эу-
кариот, что ограничивает реализацию потенциала геномного редактирования как в фундаменталь-
ной науке, так и в терапии генетических заболеваний. Основным способом получения более точных
вариантов Cas9 служит мутагенез с последующей характеристикой мутантных белков в какой-либо
тест-системе in vitro или in vivo. Описанные в литературе in vitro и некоторые in vivo тест-системы ча-
ще всего трудозатратны и имеют ограничения по масштабированию, которое необходимо, в част-
ности, для скрининга библиотек мутантных вариантов Cas9. С целью разработки простого метода
для высокопроизводительного скрининга Cas9-мутантов in vivo мы охарактеризовали три тест-си-
стемы, использующие CRISPR/Cas9-опосредованную инактивацию репортерных генов tsPurple,
ADE2 и URA3 в дрожжах Saccharomyces cerevisiae как в модельном объекте. В экспериментах измери-
ли активности высокоточных форм evoCas9 и HiFiCas9 по отношению к белку дикого типа. Уста-
новлено, что наиболее валидным способом оценки активности Cas9 служит метод с инактивацией
гена ADE2. В полученной тест-системе показана чувствительность высокоточных вариантов Cas9 к
структуре хроматина. Предложенная тест-система может быть применима в разработке редакторов
генома нового поколения.

Ключевые слова: Cas9, URA3, ADE2, редактирование генома, Saccharomyces cerevisiae
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Система адаптивного иммунитета бактерий и
архей CRISPR/Cas (clustered regularly interspaced
short palindromic repeats/CRISPR-associated pro-
tein) десять лет назад получила новое применение
в качестве удобного и простого в исполнении ме-
тода внесения мутаций в эукариотический геном
[1]. Из всего разнообразия открытых к настояще-
му времени CRISPR-систем наиболее популяр-
ной и хорошо изученной остается система II ти-
па, в которой белковый эффектор представлен
одним мультифункциональным белком бактерии

Streptococcus pyogenes ‒ SpCas9 (Cas9) ([2]. Целевая
последовательность для Cas9 в геноме програм-
мируется исследователем с помощью короткого
РНК-спейсера в составе направляющей РНК
(гид-РНК) [3]. После распознавания целевого
участка ДНК с помощью гид-РНК нуклеаза Cas9
вносит двухцепочечный разрыв в ДНК, который
активирует клеточные механизмы репарации ДНК
по пути соединения негомологичных концов
(NHEJ), а при наличии донорного фрагмента – по
пути гомологичной рекомбинации [4].

Благодаря удобному “программированию” бе-
лок Cas9 стал использоваться в клинических иссле-
дованиях в качестве инструмента редактирования
генома при терапии генетических заболеваний че-
ловека [5]. Однако клиническое применение Cas9
сильно ограничено относительно низкой точно-
стью распознавания, проявляющейся в способ-
ности разрезать геномную ДНК при неполном

Сокращения: CRISPR (Сlustered Regularly Interspaced Short 
Palindromic Repeats) – короткие палиндромные повторы,
регулярно расположенные группами; Cas (CRISPR associ-
ated protein) – белок, ассоциированный с CRISPR; PAM
(protospacer adjacent motif) – мотив, примыкающий к про-
тоспейсеру; 5-FOA (5-Fluoroorotic acid) – 5-фтороротовая
кислота; NHEJ (Non-Homologous End Joining) – путь репа-
рации двухцепочечных разрывов ДНК по механизму со-
единения негомологичных концов.
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совпадении со спейсером гид-РНК ‒ вплоть до
четырех и более неправильно спаренных основа-
ний [6]. Именно этот механизм лежит в основе
нецелевой активности Cas9, то есть способности
вносить двухцепочечный разрез не только в нуж-
ный участок генома, но и в близкие по последова-
тельности локусы, вызывая тем самым появление
нежелательных мутаций [7]. Для повышения спе-
цифичности нуклеазы получено множество му-
тантных вариантов Cas9 ‒ с использованием как
случайного, так и рационального мутагенеза [8–14].
Однако замечено, что полученные варианты
уступают в активности Cas9 дикого типа на ряде
мишеней ДНК in vivo [12, 15], из чего следует вы-
вод о необходимости дальнейшего совершенство-
вания этого инструмента. При характеристике
множества новых мутантных вариантов Cas9, по-
лученных, например, методами белковой эволю-
ции, возникает необходимость использования
высокопроизводительного подхода. Оценка ак-
тивности и специфичности вариантов Cas9 сво-
дится к определению наличия мутаций в целевых
и нецелевых последовательностях ДНК соответ-
ственно. Существует группа методов определе-
ния активности Cas9 in vitro, которые во многом
повторяют существующие технологии детекции
однонуклеотидных полиморфизмов: секвениро-
вание, разные варианты полимеразной цепной
реакции, анализ ампликонов методами построе-
ния кривых плавления гетеродуплексов, распо-
знавания нуклеазами T7E1 и Surveyor и другие
(подробно описаны в обзорах [16, 17]). Однако в
протоколах всех этих методов предусмотрена
очистка ДНК, причем из большого числа образ-
цов. Еще более трудоемкие методы анализа нук-
леазной активности Cas9 подразумевают очистку
белка, синтез гид-РНК и сборку всех компонен-
тов реакции в одной пробирке [18]. Однако следу-
ет учитывать, что in vivo в эукариотических клет-
ках Cas9 имеет совершенно иной, чем в прокари-
отах и in vitro, профиль активности по отношению
к целевым и нецелевым участкам, а также толе-
рантности к неправильно спаренным основани-
ям между спейсером и ДНК-мишенью [19]. По-
видимому, это связано с влиянием хроматина на
активность Cas9 [20, 21]. По этой причине назре-
ла необходимость в разработке простых и при
этом высокопроизводительных методов для
оценки активности и специфичности новых ва-
риантов Cas9 в эукариотах. Дрожжи Saccharomyces
cerevisiae обладают структурой хроматина, близ-
кой к высшим эукариотам, при этом они быстро
растут, их легко культивировать, причем без осо-
бых затрат на оборудование и материалы. На
твердой питательной среде они формируют из от-
дельных клеток колонии, что упрощает анализ
отредактированных генов. Кроме того, клетки
дрожжей S. cerevisiae могут быть использованы
для сборки плазмидных конструкций системы

CRISPR/Cas9 методом рекомбинационного кло-
нирования ‒ благодаря наличию высокоактивной
системы гомологичной рекомбинации [22, 23].

В представленной работе методом рекомбина-
ционного клонирования получены дрожжевые
плазмиды, экспрессирующие высокоточные ва-
рианты HiFiCas9 (HiFi – High Fidelity, высоко-
точный) и evoCas9 (evo ‒ от evolutioned, эволюци-
онированный), а также два мутантных варианта
evoCas9, и оценена их активность в клетках дрож-
жей. В качестве тест-систем оценки активности
вариантов Cas9 апробированы несколько дрож-
жевых моделей, использующих репортерные ге-
ны метаболизма урацила (URA3) и аденина
(ADE2), а также ген искусственного хромобелка
Tinsel (tsPurple) [24]. В тест-системе ADE2 изучено
влияние контекста хроматина на активность вы-
сокоточных форм Cas9.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Штаммы и условия роста. Активность вариан-

тов Cas9 оценивали в клетках штамма BY4741
S. cerevisiae (MATa; his3∆1; leu2∆0; met15∆0;
ura3∆0) (“Euroscarf”, Германия) и его производ-
ного BY4741∆trp (BY4741 trp1::URA3), несущего
замену кодирующей области гена TRP1 на коди-
рующую область гена URA3. Молекулярное кло-
нирование проводили с использованием хемо-
компетентных клеток штамма XL1Blue (recA1
endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relA1 lac [F´ proAB
lacIqZ∆M15 Tn10 (Tetr)]) (“Евроген”, Россия).
Дрожжи трансформировали по стандартному
протоколу с использованием ацетата лития [25].
Редактированные по гену ADE2 колонии дрож-
жей выращивали на селективной среде, содержа-
щей 6.7 г/л YNB (yeast nitrogen base w/o amino-
acids), 20 г/л глюкозы, 2 г/л смеси аминокислот
(Drop-out mix) без лейцина, триптофана, гисти-
дина и урацила, с добавлением гистидина и ура-
цила в концентрации 100 мг/л и аденина в концен-
трации 1 мг/л. Колонии дрожжей, редактирован-
ных по гену URA3, выращивали на селективной
среде, содержащей 6.7 г/л YNB, 20 г/л глюкозы,
2 г/л Drop-out mix без лейцина, триптофана, ги-
стидина и урацила, с добавлением гистидина и
аденина в концентрации 100 мг/л. Колонии
дрожжей штамма BY4741∆trp ‒ с заменой гена
URA3 на ген хромобелка Tinsel (tsPurple) ‒ отби-
рали на искусственной селективной среде, содер-
жащей 6.7 г/л YNB, 20 г/л глюкозы, 2 г/л Drop-out
mix без урацила, с добавлением урацила до конечной
концентрации 10 мкг/л и контрселективного агента
5-фтороротовой кислоты (5-FOA) до конечной кон-
центрации 1 мг/л. Все компоненты питательных
сред производства “Sigma-Aldrich” (Германия).

Получение штамма, несущего репортерный ген
хромобелка Tinsel. Экспрессионную кассету гена
tsPurple с участками, комплементарными обла-
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стям, фланкирующим ген URA3 в штамме
BY4741∆trp, амплифицировали с праймерами
TRP1-Tinsel-rec-F и TRP1-Tinsel-rec-R (табл. 1) с
плазмиды pTEF-Tinsel Purple (“ATUM”, США)
(табл. 2). Полученным ПЦР-продуктом транс-
формировали штамм BY4741∆trp. Колонии дрож-
жевых трансформантов выращивали на искус-
ственной селективной среде, содержащей контр-
селективный агент 5-FOA. Наличие вставки гена
tsPurple в геномной ДНК рекомбинатных штам-
мов дрожжей проверяли с помощью праймеров

TRP-ch-F1 и Tinsel-ch-R. Полученный штамм на-
звали WT-Tinsel.

Клонирование спейсеров гид-РНК. Последова-
тельности спейсеров против генов URA3 и ADE2
S. cerevisiae использовали из литературных дан-
ных или подбирали с помощью онлайн-сервиса
CRISPOR [28] (табл. 3). Длинные олигонуклео-
тиды, кодирующие спейсеры ScURA-PRP-F,
ADE2-lit-RPR-F или ADE2-1-RPR (табл. 1), кло-
нировали в вектор pRPR1_gRNA_handle_RPR1t,
разрезанный по сайтам HindIII, с использовани-

Таблица 1. Олигонуклеотиды, использованные в работе

* Жирным шрифтом с подчеркиванием выделены последовательности спейсеров.

Название Последовательность (5′ → 3′)

TRP1-URA3-rec-F GTGAGTATACGTGATTAAGCACACAAAGGCAGCTTGGAGTATGTCGAAAGCTACAT-
ATAAGGAACG

TRP1-URA3-rec-R AGTGCACAAACAATACTTAAATAAATACTACTCAGTAATAACCTAGTTTTGCTGGCCG-
CATCTTCTC

TRP-gn-ch-F CAGATGGCAGTAGTGGAAGAT
TRP-gn-ch-R GTAAAAGTCAACCCCCTGCGATG
ADE2-lit-RPR-F* GAGCTGCGATTGGCAGAAGCTTAATTGTAGAGACTATCCACAGTTTTAGAGCTAGAA-

ATAGCAAG
ScURA-PRP-F* GAGCTGCGATTGGCAGAAGCTTGAGTAAAAAATTGTACTTGGGTTTTAGAGCTAGAA-

ATAGCAAG
ADE2-1-RPR-F* GAGCTGCGATTGGCAGAAGCTTAGTTACCCAAAGTGTTCCTGGTTTTAGAGCTAGA-

AATAGCAAG
TRP1-Tinsel-rec-F GTGAGTATACGTGATTAAGCACACAAAGGCAGCTTGGAGTATGGCATCTTTAGTCA-

AAAAGGATATGT
TRP1-Tinsel-rec-R AGTGCACAAACAATACTTAAATAAATACTACTCAGTAATAACCTAACCAGTAGCCTTC-

TCAGGTAC
TRP-ch-F1 GTAGTTATAAGAAAGAGACC
Tinsel-ch-R GTGTACGTTCCCAAGTGAAGC
hCas9-NcoI-F TACCAACAACCATGGACAAGAAGTACTCCATTGGG
hCas9-EcoRI-noNLS-R CTCTCTCTTGAATTCAGCCCTGCTGTCTCCACCGAG
evo-Cas9-TEF1- M495V-F CTGCCCAGTCCTTCATCGAAAGGGTGACCAACTTCGATAAGAACCTGC
evo-Cas9-TEF1- M495V-R GCAGGTTCTTATCGAAGTTGGTCACCCTTTCGATGAAGGACTGGGCAGAG
evo-Cas9-TEF1-R661Q-F CGGAGATACACCGGCTGGGGCCAGCTGTCAAGAAAACTGATCAATGGGAT
evo-Cas9-TEF1-R661Q-R ATCCCATTGATCAGTTTTCTTGACAGCTGGCCCCAGCCGGTGTATCTCCG
HiFi-Cas9-F GTCCGATGGATTTGCCAACGCTAACTTCATGCAG
HiFi-Cas9-R GTCATCATGGATCAACTGCATGAAGTTAGCGTTGGCAA
TAG-ADE-for GGTTTAGTGTTTTCTTACCCAATTGTATAGACTATCCACAAGACAATATTTG
TAG-ADE-rev GAACGGAGTCCGGAACTCTAGCAGGCGCATAACATAAGTCACAAATATTGTCTTGTG
ADE2-1,2-mut-F AGAGCATTTAATCAAAAATGGTATAGCAGTTACCCAAAGTTGACCTGTAACAAGCCA-

GTGAGACGTCCCT
ADE2-1,2-mut-R AGTCCTCGACTTCAAGACGAATGGAAAACCCAAATCTCTTAACATTACAATAGGGAC-

GTCTCACTGGCTT
URA-TEMPL-F GATTTTTCCATGGAGGGCACAGTTAAGCCGCTAAAGGCATTATAAGCCAAGTAC
URA-TEMPL-R GTATTACCAATGTCAGCAAATTTTCTGTCTTCGAAGAGTAAAAAATTGTACTTGGCT-

TATAATGCC
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ем ферментативной сборки с набором Gibson As-
sembly Master Mix (“NEB”, США). Полученными
смесями трансформировали штамм XL-blue1
Escherichia coli. Корректность полученных плаз-
мид проверяли с помощью секвенирования.

Клонирование генов высокоточных вариантов
Cas9. Плазмиды, кодирующие высокоточные
формы Cas9 (evoCas9 и HiFiCas9), получали ранее
описанным методом рекомбинационного клони-
рования [23]. Вкратце, ПЦР-фрагменты, несущие
заданные мутации в гене cas9 (evo-cas9 [13] или
HiFi-cas9 [12]), амплифицировали с помощью вы-
сокоточной полимеразы KAPA-HiFi (“Roche”,
Швейцария) согласно табл. 4. Плазмиду p414-Cas9-
PstI линеаризовали по сайту PstI, объединяли с по-
лученными ПЦР-фрагментами, трансформиро-
вали в штамм BY4741∆trp S. cerevisiae и растили
на селективной среде без триптофана. Из от-
дельных колоний выделяли суммарную ДНК и
трансформировали компетентные клетки E. coli

штамма XL-blue1. Правильность сборки плазмид
проверяли при помощи ПЦР с колоний E. coli. Из
отобранных колоний выделяли плазмидную ДНК
и проверяли наличие целевых мутаций и отсут-
ствие иных мутаций в генах cas9 путем секвениро-
вания.

Редактирование целевых генов дрожжей.
Штамм BY4741∆trp S. cerevisiae трансформирова-
ли смесью плазмид (по 1 мкг каждой), кодирую-
щих мутантную форму Cas9 и гид-РНК; также
смесь содержала донорный фрагмент ДНК
(0.5 мкг) для репарации двухцепочечного разры-
ва, вносимого Cas9-нуклеазой, и введения стоп-
кодона в белоккодирующую последовательность
целевого гена. Донорные фрагменты получали
путем отжига и достройки пар олигонуклеотидов
TAG-ADE-for/TAG-ADE-rev и ADE2-1,2-mut-
F/ADE2-1,2-mut-R для инактивации гена ADE2 и
URA-TEMPL-F/URA-TEMPL-R для инактива-
ции гена URA3.

Таблица 2. Плазмиды, использованные в работе

Название Назначение Источник

p414-TEF1p-Cas9-CYC1t Низкокопийная центромерная дрожжевая экспрессионная плазмида, 
кодирующая Cas9 дикого типа (с оптимизированной под клетки 
человека экспрессией)

 [26]

pRPR1_gRNA_handle_R-
PR1t

Высококопийный (2μ) дрожжевой шаттл-вектор, кодирующий 
структурную часть гид-РНК

 [27]

pTEF-Tinsel Purple Высококопийный (2μ) дрожжевой вектор, экспрессирующий 
хромобелок Tinsel

ATUM 
(Newark, 
США)

pX-evoCas9 Плазмида, экспрессирующая в клетках млекопитающих высокоточный 
вариант evoCas9

 [13]

p414-Cas9-PstI Плазмида, производная от p414-TEF1p-Cas9-CYC1t, с удаленной 
внутренней частью гена cas9 по сайтам PstI

Эта работа

pRPR1_gRNA_ADE2-lit Вектор pRPR1_gRNA_handle_RPR1t, кодирующий гид-РНК 
со спейсером против гена ADE2

Эта работа

pRPR1_gRNA_ADE2-1 Вектор pRPR1_gRNA_handle_RPR1t, кодирующий гид-РНК 
co спейсером-1 против гена ADE2

Эта работа

pRPR1_gRNA_URA3 Вектор pRPR1_gRNA_handle_RPR1t, кодирующий гид-РНК 
против гена URA3

Эта работа

p414-evoCas9 Плазмида p414-TEF1p-Cas9-CYC1t, экспрессирующая evoCas9 Эта работа
p414-evoCas9 GR/VA Плазмида p414-TEF1p-Cas9-CYC1t, экспрессирующая evoCas9 

с нецелевыми заменами G453R и V856A
Эта работа

p414-HiFiCas9 Плазмида p414-TEF1p-Cas9-CYC1t, экспрессирующая HiFiCas9 Эта работа

Таблица 3. Последовательности спейсеров гид-РНК против генов URA3 и ADE2

Название Последовательность (5′ → 3′) Источник

antiURA3 GAGTAAAAAATTGTACTTGG  [29]
ADE2-lit AATTGTAGAGACTATCCACA [30]
ADE2-1 AGTTACCCAAAGTGTTCCTG Эта работа
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РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ

Использование URA3 в качестве репортерного гена 
в тест-системе для оценки активности Cas9

Ключевой момент при создании тест-системы
по оценке активности Cas9 ‒ выбор репортерного
гена, по эффективности редактирования которо-
го можно судить об активности этой нуклеазы. В
генетических манипуляциях с дрожжами S. cerevi-
siae часто используют ауксотрофные маркеры ‒
как правило, это гены метаболизма аминокислот
и нуклеотидов [31]. Одним из наиболее часто ис-
пользуемых ауксотрофных маркеров служит ген
биосинтеза пиримидиновых оснований URA3,
кодирующий оротидин-5'-фосфатдекарбоксила-
зу. Инактивация URA3 под действием какого-ли-
бо мутагена ведет к неспособности клеток фор-
мировать колонии на питательной среде без ура-
цила. Таким образом, представляется разумным
создание тест-системы, в которой активность
Cas9 обратно пропорциональна количеству коло-
ний мутантных дрожжей, выросших на селектив-
ной среде, не содержащей урацила. Схема экспе-
римента по оценке нуклеазной активности Cas9
относительно гена URA3 представлена на рис. 1а.
После котрансформации гаплоидного штамма
BY4741∆trp, ауксотрофного по триптофану и лейци-
ну (для поддержания плазмид, кодирующих Cas9 и
гид-РНК соответственно) и прототрофного по ура-
цилу (интактный ген URA3), с помощью плазмид
p414-TEF1p-Cas9-CYC1t и pRPR1_gRNA_ADE2-lit
(табл. 2) колонии выращивали на селективной
питательной среде, содержащей или не содержа-
щей урацил. В трансформации дрожжей исполь-
зовали также короткий донорный фрагмент дли-
ной 100 п.н., вносящий стоп-кодон внутри рамки
считывания гена URA3. Ожидали, что Cas9 за счет
спейсера antiURA3 распознает мишень в гене
URA3 и внесет двухцепочечный разрыв. В ходе ре-
парации повреждения ДНК клеточные системы
будут преимущественно использовать донорный
фрагмент [32, 33], что приведет к инактивации ге-

на URA3 из-за стоп-кодона в доноре. В случае вы-
сокоактивного варианта Cas9 ожидали полную
инактивацию URA3 и, как следствие, формирова-
ние лишь незначительного числа колоний или их
полное отсутствие. В случае слабоактивного ва-
рианта Cas9 ожидали, что клетки уклонятся от
действия нуклеазы, это приведет к сохранению
последовательности URA3 и формированию от-
носительно большого числа колоний.

Согласно результатам, полученным в случае
Cas9 дикого типа (рис. 1б), при выращивании ко-
лоний в отсутствие гид-РНК образуется несколь-
ко сотен колоний (в среднем 760 ± 244 и 498 ± 314
на среде с добавлением и без урацила соответ-
ственно). В присутствии гид-РНК, но в отсут-
ствие донора из-за Cas9-опосредованного повре-
ждения гена URA3 наблюдается формирование
единичных колоний или их полное отсутствие,
что подтверждает летальность двухцепочечных
разрывов, вызванных Cas9, для гаплоидного
штамма, используемого в экспериментах. В при-
сутствии одновременно Cas9, гид-РНК и донора
наблюдаются различия в количестве выросших
колоний в зависимости от того, присутствует ли в
питательной среде урацил или нет: наименьшее
число колоний образуется на среде без добавления
урацила и несколько десятков колоний вырастает
на среде с урацилом. Полученные результаты мож-
но объяснить тем, что донор, нейтрализуя негатив-
ный эффект двухцепочечного разрыва, вносимого
Cas9, все равно инактивирует ген URA3 из-за стоп-
кодона. Отсюда понятно, что на питательной сре-
де без урацила наличие донора в любом случае не
способствует выживанию дрожжей, а на среде с
урацилом донор способствует выживанию дрож-
жей за счет снижения токсичности двухцепочеч-
ных разрывов. С целью повысить зависимость об-
разования колоний именно от активности Cas9 в
следующем эксперименте дрожжевые трансфор-
манты растили на питательной среде без урацила.

Таблица 4. ПЦР-фрагменты, использованные при рекомбинационном клонировании генов высокоточных ва-
риантов evoCas9 и HiFiCas9

Целевая плазмида Праймеры Матрица Размер ПЦР-продукта, п.н.

p414-evoCas9 hCas9-NcoI-F;
evo-Cas9-TEF1- M495V-R

p414-TEF1p-Cas9-CYC1t 1518

p414-evoCas9 evo-Cas9-TEF1-M495V-F;
evo-Cas9-TEF1-R661Q-R

pX-evoCas9 552

p414-evoCas9 evo-Cas9-TEF1-R661Q-F;
hCas9-EcoRI-noNLS-R

p414-TEF1p-Cas9-CYC1t 2169

p414-HiFiCas9 hCas9-NcoI-F;
HiFi-Cas9-R

p414-TEF1p-Cas9-CYC1t 2111

p414-HiFiCas9 HiFi-Cas9-F;
hCas9-EcoRI-noNLS-R

p414-TEF1p-Cas9-CYC1t 2077
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СПАССКАЯ и др.

В тест-системе оценили активность высоко-
точных производных Cas9, таких как HiFiCas9 и
evoCas9, а также мутантного варианта ‒ evoCas9
GR/VA ‒ с нецелевыми заменами G453R и
V856A, полученного в результате случайного му-
тагенеза. В этом случае даже в отсутствие гид-
РНК наблюдалась низкая эффективность транс-
формации дрожжей (порядка 20‒30 колоний,
рис. 1в). В случае вариантов evoCas9 не обнаруже-
но существенной зависимости образования коло-
ний от наличия гид-РНК и донора. В случае вари-
анта HiFiCas9 наблюдали статистически значи-
мое снижение числа колоний в присутствии Cas9
и гид-РНК. Отметим, что образовавшихся коло-
ний было примерно на порядок меньше, чем в
случае нуклеазы дикого типа, из чего можно сде-
лать вывод о сниженной активности HiFiCas9 по
сравнению с Cas9.

Можно заключить, что тест-система с репор-
терным геном URA3 позволяет исследовать зави-
симость колониеобразования от активности ис-
следуемых вариантов Cas9, но она может быть ис-
кажена возможной более или менее высокой
цитотоксичностью разных вариантов Cas9. Сле-
довательно, подобная тест-система не может слу-
жить инструментом для адекватной оценки нук-
леазной активности различных вариантов Cas9.

Использование гена хромобелка Tinsel в качестве 
репортерного в тест-системе для оценки 

активности Cas9

Наиболее адекватными тест-системами для
оценки активности вариантов Cas9 считают та-
кие, в которых при редактировании репортерных
генов происходит изменение окраски дрожжевых

Рис. 1. Использование URA3 в качестве репортерного гена в тест-системе для оценки активности вариантов Cas9. а –
Схема эксперимента. б – Оценка активности Cas9 дикого типа в тест-системе с URA3. в – Оценка активности высоко-
точных вариантов Cas9 в тест-системе с URA3. Данные представлены в виде среднего в трех независимых эксперимен-
тах. Разброс представлен стандартным отклонением. Статистическая значимость различий в средних определена с по-
мощью t-критерия Стьюдента: NS – статистически незначимые различия, *0.05 > p > 0.01, **0.01 > p > 0.001, ***p < 0.001.
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колоний. В подобных системах активность прове-
ряемых вариантов Cas9 оценивают не по общему
числу колоний, а по доле колоний с измененной
окраской, тем самым нивелируя влияние побочных
факторов, понижающих жизнеспособность дрож-
жевых колоний. Чтобы снизить потенциальную ци-
тотоксичность, связанную с нарушением функ-
ций внутренних дрожжевых генов, в качестве цвет-
ного репортера выбрали искусственный ген,
кодирующий пурпурный белок Tinsel, или tsPurple,
который при экспрессии с высококопийной
плазмиды под контролем сильного промотора ге-
на TEF1 окрашивает дрожжевые колонии в розо-
вый цвет (данные не приведены). Мы предположи-
ли, что инактивация гена tsPurple при Cas9-опо-
средуемом мутагенезе приведет к исчезновению
розовой окраски колонии. Использование гена
tsPurple в составе высококопийной плазмиды,
скорее всего, даст ложнонегативные результаты,
что обусловлено инактивацией лишь части копий
репортерного гена. На основании вышеизложен-
ного мы получили штамм WT-Tinsel (производ-
ный от BY4741∆trp) с одной копией гена tsPurple,
находящейся под контролем промотора гена
TEF1 и встроенной в локус TRP1 вместо гена
URA3. Однако у полученного штамма WT-Tinsel
розового окрашивания колоний не наблюдали.
По-видимому, при снижении числа копий гена
хромобелок не накапливается в количестве, до-
статочном для окрашивания колонии. Следова-
тельно, бактериальный хромобелок Tinsel не может
служить надежным репортером в этой системе.

Использование ADE2 в качестве репортерного гена 
в тест-системе для оценки активности Cas9

Более надежным способом влияния на окрас-
ку дрожжевых колоний может быть использова-
ние ферментов. С этой целью наиболее часто ис-
пользуется путь de novo биосинтеза пуринов [34].
Нарушение функционирования фермента, коди-
руемого геном ADE2, ведет к накоплению пиг-
мента, окрашивающего дрожжевые колонии в
красный цвет. ADE2 не важен для жизнедеятель-
ности дрожжей и его полная инактивация ведет к
ауксотрофности по аденину. Отметим, что в пер-
вой работе, где была продемонстрирована приме-
нимость системы CRISPR/Cas9 для редактирова-
ния генома S. cerevisiae, одной из мишеней слу-
жил ген ADE2 [26].

В тест-системе, использующей ADE2 в каче-
стве репортера, мерой активности Cas9 служит
доля красных колоний: чем она выше, тем более
активен исследуемый вариант нуклеазы (рис. 2а).
Наиболее эффективный спейсер против ADE2
был выбран в ходе сравнения результатов экспе-
риментов по редактированию ADE2, описанных в
литературе [26, 29, 35, 36]. Кроме того, последова-
тельности спейсеров анализировали с помощью

программы CRISPOR [28] и учитывали возмож-
ное влияние структуры хроматина, используя
данные о картировании положения нуклеосом в
S. cerevisiae [37]. Наиболее эффективный спейсер
обозначили как ADE2-lit (см. табл. 3). Помимо
ADE2-lit выполнили дизайн менее эффективного
спейсера, обозначенного как ADE2-1. Как и в
случае тест-системы с URA3, при редактировании
использовали донорные фрагменты ДНК, внося-
щие стоп-кодоны, а также сдвиг рамки считыва-
ния ‒1 (в качестве PAM-блокирующей мутации)
в участок Cas9-мишени в гене ADE2.

На рис. 2б представлены фотографии чашек
Петри с колониями дрожжей, редактированными
по гену ADE2 с использованием Cas9 дикого типа
(правая панель) и высокоточного варианта evoCas9
(левая панель). Можно отметить, что в случае белка
дикого типа доля красных колоний значительно
выше, чем для evoCas9. Кроме того, воспроизводи-
мо наблюдали, что в случае слабоактивных вариан-
тов: evoCas9 и evoCas9 GR/VA ‒ образуется в десят-
ки раз больше колоний, чем для более активных
HiFiCas9 и Cas9. Это указывает на высокую цито-
токсичность активных вариантов, по-видимому,
благодаря их способности эффективно вносить
двухцепочечные разрывы ДНК ‒ как целевые, так и
нецелевые. Количественные данные по доле крас-
ных колоний представлены на рис. 2в. Согласно по-
лученным результатам, средняя активность Cas9 в
тест-системе ADE2 составляет 83.0 ± 7.8%, пони-
женный уровень зарегистрирован для HiFiCas9 –
52.2 ± 3.9%, тогда как минимальную активность,
как и в случае с тест-системой URA3, проявляют
evoCas9 и evoCas9 GR/VA: 0.28 и 0.23% соответ-
ственно. В ходе секвенирования редактирован-
ных участков ADE2 во всех шести проверенных
красных колониях обнаружены целевые нонсенс-
мутации: замена кодона 211, кодирующего оста-
ток глутаминовой кислоты, на стоп-кодон TAG и
делеция G в мотиве PAM, которая ведет к сдвигу ‒1
рамки считывания в ADE2. В то же время во всех
проверенных белых колониях обнаружена после-
довательность дикого типа.

На основании полученных результатов можно
предположить, что низкая активность Cas9-ре-
дакторов дает возможность клеткам избежать
действия системы CRISPR/Cas9. Кроме того, об-
ращает на себя внимание относительно невысо-
кий разброс в данных между повторами экспери-
ментов в сравнении с разбросами, полученными
в системе с геном URA3. По-видимому, доля
окрашенных колоний как мера оценки активно-
сти Cas9 более устойчива к колебаниям общего
числа образовавшихся колоний. Таким образом,
тест-система с геном ADE2 позволяет более на-
дежно и адекватно оценивать активность Cas9-
редакторов по сравнению с другими исследован-
ными нами репортерными генами.
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Эффективность спейсера зависит от положения 
относительно нуклеосом в редактируемом гене

Помимо высокоэффективного спейсера
ADE2-lit в оценке активности вариантов Cas9 ис-
пользовали второй спейсер, обозначенный как
ADE2-1. Ожидалось, что эффективность этого
спейсера будет ниже ADE2-lit, так как он нахо-
дится близко от центра +3 нуклеосомы ADE2, в то
время как ADE2-lit ‒ на краю +5 нуклеосомы, ко-
торая к тому же слабее ассоциирована с ДНК, чем
+3 нуклеосома (рис. 3а).

Согласно полученным результатам, все вари-
анты Cas9 проявляют пониженную активность в
отношении спейсера ADE2-1 (рис. 3б). Средняя
активность Cas9 составила 71.0 ± 15.0%, то есть
снизилась по сравнению со спейсером ADE2-lit
на 12%; активность HiFiCas9 снизилась в 6.3 раза и
составила 8.3 ± 1.1%, а evoCas9 и evoCas9 GR/VA ‒ в

4.7 и 3.3 раза соответственно, составив 0.06 и
0.07%. На основании полученных данных можно
говорить об относительно слабом влиянии нукле-
осом на активность Cas9 дикого типа и сильном
негативном влиянии нуклеосом на активность
его высокоточных производных. Таким образом,
тест-система с геном ADE2 дает возможность де-
тально исследовать влияние структуры хромати-
на на активность вариантов Cas9.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
В рамках создания дрожжевой тест-системы

для оценки активности вариантов нуклеазы Cas9
в качестве репортерных генов охарактеризованы
гены метаболизма урацила (URA3) и аденина
(ADE2), а также ген искусственного хромобелка
Tinsel (tsPurple). Полученные результаты указыва-
ют на надежность и адекватность тест-системы с

Рис. 2. Оценка активности вариантов Cas9 с использованием высокоэффективного спейсера против ADE2. а – Схема
эксперимента. б – Оценка активности вариантов Cas9 с высокоэффективным спейсером ADE2-lit. Данные представ-
лены в виде среднего для трех независимых экспериментов. Разброс представлен стандартным отклонением. Стати-
стическая значимость различий в средних определена с помощью t-критерия Стьюдента: ***p < 0.001. в – Оценка ак-
тивности вариантов Cas9 с высокоэффективным спейсером ADE2-lit. Данные представлены в виде среднего для трех
независимых экспериментов. Разброс представлен стандартным отклонением. Статистическая значимость различий
в средних определена с помощью t-критерия Стьюдента: ***p < 0.001. в – Репрезентативные фотографии чашек Петри
с колониями дрожжей, редактированными Cas9 дикого типа (правое фото) и evoCas9 (левое фото, стрелками указаны
красные колонии). г – Сравнение последовательностей ДНК в мишени ADE2 в белой и красной колониях. Стрелками
указаны положения мутаций: замена G→T, приводящая к изменению кодона Glu на стоп-кодон TAG, и делеция G в
мотиве PAM, блокирующая дальнейшее действие Cas9 на редактированный участок.
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геном ADE2. В полученной тест-системе показа-
но негативное влияние структуры хроматина на
активность высокоточных производных Cas9.

В настоящее время разработано несколько
тест-систем для оценки активности мутантных
производных Cas9 in vivo в различных организмах.
Так, в клетках млекопитающих в качестве репор-
теров используют флуоресцентные белки и оце-
нивают активность вариантов Cas9 по снижению
интенсивности свечения в редактируемых клет-
ках [38]. Интересен пример тест-системы с кон-
версией зеленого флуоресцентного белка в си-
ний (за счет внесения замены Y66H), в которой
методом проточной цитометрии оценивают до-
лю клеток с конвертированным флуоресцент-
ным белком [39, 40]. Следует отметить, что у мле-
копитающих система репарации двухцепочечных
разрывов ДНК по механизму NHEJ на порядок ак-
тивнее, чем система гомологичной рекомбина-

ции [41], поэтому и доля редактированных клеток
с конвертированным флуоресцентным белком
обычно небольшая (около 10%), а доля клеток с ре-
портерным геном, поврежденным системой NHEJ,
в несколько раз выше. Следовательно, подобная
тест-система очень чувствительна к уровню актив-
ности системы гомологичной рекомбинации. Кро-
ме того, использование репортерных систем мле-
копитающих с флуоресцентными белками требу-
ет применения дорогостоящего оборудования и
подобные системы хорошо подходят для анализа
активности единичных белков, но теряют эффек-
тивность при масштабировании задачи.

Масштабный анализ мутантных вариантов
Cas9 впервые реализован в системе двойной се-
лекции E. coli при получении Cas9 с измененной
PAM-специфичностью [42], а также более точно-
го варианта HiFiCas9 [12]. В этой системе E. coli
трансформировали библиотекой плазмид, коди-

Рис. 3. Положение спейсеров относительно нуклеосом влияет на эффективность редактирования ADE2. а – Схема
расположения первых 7 нуклеосом в кодирующей области гена ADE2. По оси ординат отложен уровень сигнала, по-
лученного путем выделения и секвенирования нуклеосомной ДНК, который прямо пропорционален силе взаимодей-
ствия гистонового октамера с нуклеосомной ДНК [37]. Высота схематично изображенных нуклеосом отражает уро-
вень этого сигнала. Показано расположение спейсеров ADE2-1 и ADE2-lit относительно нуклеосом. б – Оценка ак-
тивности вариантов Cas9 с использованием спейсеров ADE2-lit и ADE2-1. Статистическая значимость различий в
средних определена с помощью t-критерия Стьюдента: NS – различия статистически незначимы, **0.01 > p > 0.001,
***p < 0.001.
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рующих мутантные варианты Cas9. Вырастали
только те колонии, в которых за счет высокой це-
левой активности нуклеаза Cas9 инактивировала
плазмиду, несущую ген токсина (ccdB), а за счет
высокой специфичности не повреждала плазми-
ду с геном устойчивости к антибиотику карбени-
цилину. Однако у бактерий, в отличие от эукари-
от, отсутствует выраженная структура хроматина,
поэтому невозможен отбор вариантов Cas9 по
увеличению активности в контексте хроматина. В
связи с этим важно подчеркнуть, что в разработан-
ной нами системе HiFiCas9 обладает выраженной
чувствительностью к структуре хроматина.

Аналогичная высокопроизводительная систе-
ма двойной селекции библиотеки мутантных ва-
риантов Cas9 реализована в клетках S. cerevisiae
при получении высокоточной формы evoCas9
[13]. В этой системе активность мутантов Cas9
оценивали по восстановлению прототрофности к
триптофану за счет Cas9-индуцируемой репара-
ции поврежденного гена TRP1 по механизму го-
мологичной рекомбинации. Специфичность оце-
нивали по доле красных колоний, формирующихся
при использовании Cas9 мутантами несовершен-
ных спейсеров, отличающихся на один нуклеотид
от мишени в гене ADE2. Следует отметить, что от-
бор вариантов Cas9 по признаку выживаемости ко-
лоний (как нами показано в случае гена URA3) не
может служить надежным способом оценки ак-
тивности. Следовательно, можно сказать, что в
данной системе авторы адекватно оценивали
только специфичность вариантов Cas9. Действи-
тельно, evoCas9 – самый специфичный Cas9-му-
тант, хотя полученные нами и другими авторами
[14] данные свидетельствуют о том, что у него са-
мая низкая активность как в дрожжах, так и в
клетках млекопитающих.

Таким образом, полученная нами тест-систе-
ма редактирования генома с геном ADE2 в каче-
стве репортера может быть использована для раз-
работки активных мутантных форм нуклеазы
Cas9 с учетом влияния структуры хроматина, а
также для оценки специфичности вариантов Cas9
в сочетании с несовершенными спейсерами.

Авторы выражают благодарность Центру вы-
сокоточного редактирования генома и генетиче-
ских технологий для биомедицины ИМБ РАН за
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A Test System for Assessment of Activity of Mutant Cas9 Variants 
in Saccharomyces cerevisiae

D. S. Spasskaya1, *, A. I. Davletshin2, V. V. Tutyaeva1,
K. A. Kulagin2, D. G. Garbuz1, and D. S. Karpov1
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Russian Academy of Sciences, Moscow, 119991 Russia
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The key component of the Streptococcus pyogenes CRISPR/Cas revolutionary genome editing technology is
the multidomain Cas9 protein. However, the specificity of Cas9 of wild type is not sufficiently high for editing
large genomes of higher eukaryotes that limits the realization of the potential of genomic editing both in fun-
damental investigations and in the therapy of genetic diseases. The main way to obtain more specific variants
of Cas9 is through mutagenesis followed by characterization of mutant proteins in in vitro or in vivo test sys-
tems. The in vitro and some in vivo test systems described in the literature are often labor-intensive and have
scaling limitations, which make it challenging, in particular, to screen SpCas9 mutant variant libraries. In or-
der to develop a simple method for high-throughput screening of Cas9 mutants in vivo, we characterized three
test systems using CRISPR/Cas9-mediated inactivation of reporter genes, tsPurple, ADE2, and URA3, in the
yeast Saccharomyces cerevisiae as a model subject. We measured the activities of high-precision forms of Cas9,
evoCas9 and HiFiCas9, and compared them with the wild-type one. The ADE2 gene inactivation was found
to be the most valid method for the evaluation of Cas9 activity. In developed test-system, the sensitivity to the
chromatin structure was demonstrated for high-fidelity variants of Cas9, HiFiCas9. The proposed test-sys-
tem can be applied in the development of new generation genome editors.

Keywords: Cas9, URA3, ADE2, genome editing, Saccharomyces cerevisiae
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К трибе Triticeae (Пшеницевые) относятся такие важнейшие сельскохозяйственные культуры, как
пшеница мягкая, пшеница твердая, ячмень, рожь и тритикале. Исследования в области обратной
генетики и генная инженерия Пшеницевых получили новый импульс, когда началось активное
применение системы геномного редактирования CRISPR/Cas. В настоящем обзоре собраны и про-
анализированы данные о недавних успехах геномного редактирования культурных растений трибы
Triticeae и используемом для этого инструментарии. Наиболее часто в геномном редактировании
Пшеницевых используют оптимизированный по составу кодонов ген Cas9 под контролем промото-
ра гена убиквитина кукурузы и направляющие РНК под контролем промоторов U6 и U3 PНК-по-
лимеразы III в составе одного или нескольких бинарных векторов. В качестве селективных генов
используются гены устойчивости к фосфинотрицину и гигромицину. Редактированные растения
получают с помощью методов агробактериальной трансформации и биобаллистики, в качестве экс-
плантов используют незрелые зародыши. Разрабатываются подходы, направленные на преодоле-
ние низкой регенеративной способности представителей трибы Пшеницевые: трансформация апи-
кальных меристем побега in planta, микроспор и пыльцевых зерен, а также использование гаплоин-
дукторов. Большая часть опубликованных на сегодняшний день работ посвящена геномному
редактированию пшеницы мягкой и ячменя, хотя описано проведение нокаута целевых генов пше-
ницы твердой и тритикале методом CRISPR/Cas. Дальнейший прогресс в развитии геномного ре-
дактирования культурных растений трибы Пшеницевые должен быть направлен на расширение
спектра видов и сортов, а также преодоление проблем низкой способности к регенерации, что поз-
волит проводить работы по генетической модификации элитных сортов, которые будут востребова-
ны в сельскохозяйственном производстве.

Ключевые слова: Triticum aestivum, Hordeum vulgare, Triticim durum, ×Triticosecale, пшеница мягкая, яч-
мень, промоторы, селективный ген, агробактериальная трансформация, незрелые зародыши, мик-
роспоры, гаплоиндукторы
DOI: 10.31857/S0026898422060155

ВВЕДЕНИЕ

К трибе Пшеницевые (Triticeae Dumort.) отно-
сятся такие важнейшие для всего человечества
злаковые культуры, как пшеница мягкая (Triticum
aestivum L.), ячмень обыкновенный (Hordeum vul-
gare L.), рожь (Secale cereale L.), пшеница твердая

(Triticim durum Desf.), тритикале (×Triticosecale
Wittm. ex A.Camus) и некоторые другие виды.
Пшеницу мягкую – основную сельскохозяй-
ственную культуру, потребляют более 30% насе-
ления Земли [1]. Эта культура обеспечивает при-
мерно 20% калорий суточного рациона человека
[2]. Четвертой по значимости зерновой культурой
после пшеницы мягкой, риса и кукурузы являет-
ся ячмень [3]. К ключевым зерновым культурам в
России и ряде других стран относятся также
рожь, тритикале и пшеница твердая.

Многообразие экологических условий возде-
лывания зерновых культур, в частности пшени-

Сокращения: DSB (Double-Strand Breaks) – двухцепочеч-
ные разрывы; HDR (Homology Directed Repair) – гомоло-
гичная репарация; NHEJ (Non-Homologous End Joining) –
негомологичное соединение концов; нРНК (guide RNA) –
направляющая, или гидовая РНК; PAM (Protospacer Adja-
cent Motif) – мотив, прилежащий к протоспейсеру.
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цы, непредсказуемость погодных явлений, давле-
ние со стороны биотических стрессоров, антро-
погенных факторов и пестицидной нагрузки
требуют большого разнообразия генофонда воз-
делываемых сортов, в связи с чем актуальным
становится ускорение темпов селекции. Так, в
Национальном центре зерна имени П.П. Лукья-
ненко (Краснодар) за последние несколько лет
(2014–2020) интенсивность создания сортов вы-
росла почти в 10 раз в сравнении с периодом с
1913 по 1973 гг. [4]. Срок создания каждого сорта
за это время также сократился, в том числе за счет
отбора, контролируемого с помощью маркеров.
Однако несмотря на развитие и разнообразие ме-
тодов, применяемых в селекции, создание новых
сортов происходит главным образом на основе
комбинирования существующих в природе вари-
антов генов того же самого или близких видов
растений [5]. Определенного прогресса в расши-
рении аллельного разнообразия генов зерновых
культур удалось добиться в результате внедрения
методов химического и радиационного мутагене-
за [6, 7]. Эффективным методом увеличения ге-
нетического разнообразия целого ряда культур
стало применение генетической трансформации.
Однако пшеница и родственные ей виды являют-
ся культурами, довольно сложными для генетиче-
ской трансформации [8]. Основную проблему
представляет то, что агробактерии Agrobacterium
tumefaciens, широко используемые для генетиче-
ской трансформации двудольных растений, в
природе не инфицируют однодольные. Поэтому
для трансформации однодольных в первое время
использовали исключительно метод биобалли-
стики, менее эффективный, чем агробактериаль-
ная трансформация. Однако уже в 1997 году впер-
вые разработали высокоэффективную методику
агробактериальной трансформации мягкой пше-
ницы [9], после чего эти методы совершенствова-
лись, а для ячменя стали уже классическими. Вто-
рую проблему при генетической трансформации
представителей трибы Пшеницевые представляет
их очень низкая способность к регенерации в
культуре in vitro. Эта проблема решена лишь отча-
сти, в основном путем постоянного поиска наибо-
лее эффективно регенерирующих сортов и выбо-
ром подходящих эксплантов и состава питательной
среды. В качестве эксплантов, пригодных для
трансформации представителей трибы Пшенице-
вые, чаще всего выбирают незрелые зародыши [8],
но даже при работе с ними возникают проблемы с
уровнем регенерации. Среди сортов ячменя эф-
фективным оказался Golden Promise, ставший
хорошим модельным сортом для фундаменталь-
ных исследований. Однако использование мо-
дельных сортов (в случае ячменя основными объ-
ектами генно-инженерных исследований до сих
пор остаются Golden Promise и Igri, несмотря на
многократные попытки расширить круг исполь-

зуемых генотипов [10–12]), не снимает проблему
практического применения методов генной ин-
женерии, где в качестве объектов трансформации
должны выступать разнообразные коммерческие
сорта. Определенный выход из ситуации появил-
ся с открытием генов TFA (transformation amenabil-
ity) ячменя. Предложено на ранних этапах селек-
ции использовать Golden Promise в качестве до-
нора генов TFA1, TFA2 и TFA3, проводить маркер-
контролируемый отбор потомства от скрещива-
ний с коммерческими сортами, чтобы перспек-
тивный селекционный материал обладал свой-
ством transformation amenability, как и модельные
сорта [13]. Таким образом, не прекращается по-
иск способов повышения эффективности транс-
формации и регенерации представителей трибы
Пшеницевые.

На сегодняшний день создано, в том числе с
использованием нуклеаз ZFN [14] и TALEN [2],
немалое число трансгенных и редактированных
растений трибы Triticeae с хозяйственно-цен-
ными признаками. Однако настоящей револю-
цией стала разработка метода геномного редак-
тирования CRISPR/Cas, где место действия ре-
дактирующей нуклеазы определяет короткая
направляющая, или гидовая РНК (нРНК). Си-
стема CRISPR/Cas имеет ряд преимуществ перед
методами ZFN/TALEN, включая больший ассор-
тимент целевых сайтов, простоту создания генно-
инженерных конструкций, возможность мульти-
плексного нокаута [15].

Системы CRISPR/Cas, состоящие из белка Cas
и нРНК, вносят в мишени двухцепочечные раз-
рывы (DSB), что приводит к индукции эндоген-
ных механизмов репарации, которые могут зави-
сеть от пути репарации и наличия или отсутствия
донорной ДНК. Присутствие донорной ДНК,
сходной с областью-мишенью, может способ-
ствовать направляемой гомологией репарации
(HDR), тогда как отсутствие гомологичной до-
норной ДНК способствует репарации путем не-
гомологичного соединения концов (NHEJ), ко-
торое подвержено ошибкам и приводит к случай-
ным заменам нуклеотидов или же к коротким
вставкам и делециям (инделям). нРНК можно
подобрать практически к любому участку генома.
При этом нужно учитывать, что для связывания
нуклеазы критично присутствие мотива PAM с
одной стороны выбранного участка редактирова-
ния (протоспейсера). Для SpCas9 последователь-
ность PAM – это NGG с 5′-конца, для FnCas12a –
TTN с 3′-конца, другие нуклеазы Cas также имеют
свои особенности [16]. Cas9 обычно расщепляет
ДНК на три нуклеотида выше PAM, тогда как
Cas12b – в промежутке от 12 до 24 н. после PAM
[5, 17].

Ввиду того, что с каждым годом появляется все
больше экспериментальных работ, посвященных
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геномному редактированию злаковых культур,
возникает необходимость в обобщении и осмыс-
лении полученных данных, а также в сравнении
эффективности используемого инструментария.
Большая часть экспериментальных работ, прове-
денных на культурных видах семейства Злаковые,
выполнена на растениях риса и кукурузы – сель-
скохозяйственных культурах, ключевых для стран
Азии и Центральной Америки соответственно.
Но для многих стран, включая Россию, наиболь-
шее значение имеют злаковые культуры трибы
Пшеницевые. Геномное редактирование расте-
ний этой группы, например, редактирование яч-
меня и мягкой пшеницы с помощью системы
CRISPR/Cas рассмотрено в нескольких обзорах
[18–20]. В нашем обзоре проанализированы дан-
ные об успехах геномного редактирования куль-
турных растений трибы Triticeae и используемом
для этого инструментарии.

ПОДБОР НАПРАВЛЯЮЩИХ РНК ДЛЯ 
ГЕНОМНОГО РЕДАКТИРОВАНИЯ

К важной составляющей технологии CRISPR/
Cas относится выбор мишеней – конкретных
нуклеотидных последовательностей (протоспей-
серов) – в намеченных для редактирования генах,
сопряженный с дизайном нРНК с использовани-
ем специализированных компьютерных про-
грамм. Правила подбора нРНК и используемые
для этого компьютерные программы опубликова-
ны ранее [21, 22]. Для подбора нРНК с целью ре-
дактирования геномов Пшеницевых можно ис-
пользовать большинство существующих про-
грамм. Однако имеются и специализированные
программы, например, программа WheatCrispr
ориентирована на дизайн нРНК исключительно
для редактирования генома пшеницы мягкой. В
этой программе для поиска протоспейсеров необ-
ходимо выбрать конкретный редактируемый ген
из созданной усилиями International Wheat Ge-
nome Sequencing Consortium базы данных IWGSC
RefSeq assembly (https://wheat-urgi.versailles.inra.
fr/Seq-Repository/Assemblies) или самостоятельно
ввести последовательность. Результаты ранжиру-
ются по общей эффективности редактирования с
учетом возможных нецелевых сайтов. Учитывая,
что пшеница мягкая имеет аллогексаплоидный
геном, можно искать протоспейсеры в гомоло-
гичных последовательностях всех трех субгено-
мов: B, A и D, выбрав соответствующую опцию.
Еще одна опция этой программы позволяет вы-
брать участок редактирования – кодирующие об-
ласти или промоторы.

Многие компьютерные программы позволяют
проводить поиск нецелевых участков, если геном
организма депонирован в базу данных, например,
геномы пшеницы мягкой и ячменя доступны в та-
ких программах, как E-CRISP (http://www.e-crisp.

org/E-CRISP/) [23], CRISPRdirect (http://crispr.
dbcls.jp) [24], DESKGEN (https://www.deskgen.com/
landing/cloud) [25]. Однако на сегодняшний день
наиболее предпочтительно использовать ком-
пьютерные программы по подбору нРНК, имею-
щие доступ к базе данных Ensembl. К примеру,
программы Breaking Cas (http://bioinfogp.cnb. csic.
es/tools/breakingcas/), CLD (https://github.com/
boutroslab/cld), Synthego CRISPR Design Tool
(https://design.synthego.com/#/) работают сов-
местно с базой Ensembl. Большинство новых про-
грамм по подбору нРНК имеют доступ к Ensembl.

В последнее время серьезное внимание при
подборе нРНК стали уделять локализации редак-
тируемых мест генома в эу- или гетерохроматино-
вых участках, так как от этого зависит эффектив-
ность процесса редактирования [22]. Особенно это
актуально для полиплоидных видов трибы Пшени-
цевые. Так, web-ресурс CROP-IT (CRISPR/Cas9
Off-target Prediction and Identification Tool) [26]
(http://www.adlilab.org/CROP-IT/cas9tool.html)
рассчитан на дизайн нРНК и выявление потен-
циальных нецелевых сайтов редактирования с
учетом состояния хроматина в этих местах.

Необходимо также учитывать наличие функ-
ционально заменяемых гомеологичных генов у
представителей трибы Пшеницевые, имеющих
полиплоидный геном, поэтому для полного нока-
ута следует подбирать нРНК, нацеленные на кон-
сервативные участки целевых генов [1]. С целью
повышения эффективности геномного редактиро-
вания для нокаута одного гена могут быть отобраны
до пяти разных нРНК [27].

КОНСТРУИРОВАНИЕ ВЕКТОРОВ 
ДЛЯ ГЕНОМНОГО РЕДАКТИРОВАНИЯ 

ВИДОВ ТРИБЫ ПШЕНИЦЕВЫЕ

Для трансформации клеток с целью получения
трансгенных растений используют, как правило,
векторы, содержащие область Т-ДНК, которая
переносится в геном растений при агробактери-
альной трансформации. В пределах Т-области
обычно располагаются минимум три последова-
тельности с необходимыми регуляторными эле-
ментами, обеспечивающими их экспрессию:
нРНК, ген Cas9 и ген селективного маркера, поз-
воляющего произвести отбор трансформантов
[5]. При бомбардировке золотыми (вольфрамо-
выми) частицами можно использовать молеку-
лярные векторы без Т-границ.

Ассортимент инструментов, используемых в
работах по геномному редактированию Пшени-
цевых, остается относительно небольшим. В ге-
номном редактировании растений применяют
ген Cas, оптимизированный по составу кодонов
для однодольных или двудольных растений. Эф-
фективность редактирования с помощью опти-
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мизированного таким образом гена Cas выше,
чем при использовании гена Cas, оптимизиро-
ванного для человека [28–30].

В подавляющем большинстве случаев ген Cas9
находится под контролем промотора ZmUbi (ген
убиквитина кукурузы) [2, 27, 31–33]. Крайне ред-
ко с этой целью используют другие промоторы,
например промоторы TaUbi (ген убиквитина
пшеницы) [34], OsUbi (ген убиквитина риса) [35]
или 35S CaMV (вирус мозаики цветной капусты)
[30]. Промотор 35S CAMV не получил распро-
странения в геномном редактировании пшени-
цы, хотя довольно часто применяется в классиче-
ской генной инженерии [36].

Большее разнообразие характерно для приме-
няемых в геномном редактировании Пшенице-
вых промоторов, контролирующих экспрессию
нРНК. Так, сравнивают промоторы U6 и U3
РНК-полимеразы (Pol) III, в том числе из разных
видов растений [37, 38]. Среди промоторов TaU3
и TaU6 пшеницы, а также OsU3 и OsU6 риса наи-
более эффективным оказался TaU3 [39]. Но наи-
большую эффективность редактирования Пшени-
цевых, по всей видимости, обеспечивают промото-
ры Pol II. При использовании промотора вируса
желтого скручивания листьев цеструма (CmYLCV)
для полицистронной экспрессии нРНК, расщеп-
ляемых рибозимами, эффективность геномного
редактирования пшеницы возросла более чем в
4 раза [40]. Промотор гена актина риса успешно
применили для полицистронной экспрессии
нРНК, расщепляемых РНКазами (система tRNA-
gRNA), благодаря чему удалось создать единую
мультиплексную конструкцию для 15 мишеней,
причем эффективность редактирования достига-
ла 75% [41].

В случае геномного редактирования H. vulgare
нРНК экспрессировали с использованием про-
моторов TaU6 пшеницы [42, 43], OsU6 риса [27], а
также HvU3 ячменя [44, 45]. При этом ген Cas9 во
всех этих исследованиях находился под контро-
лем промотора ZmUbi кукурузы.

В качестве селективного гена используют либо
bar (ген устойчивости к фосфинотрицину/глю-
фосинату) [2, 46], либо hptII (ген устойчивости к
гигромицину) [27, 47, 48]. Другие селективные ге-
ны при геномном редактировании Пшеницевых
не применяли. В ряде случаев применяют селек-
тивные гены, которые дополняют репортерными
генами, кодирующими флуоресцентные белки,
такие как GFP [49] и DsRed [47].

Таким образом, можно констатировать, что в
геномном редактировании Пшеницевых исполь-
зуется весьма скромный набор промоторов, осо-
бенно в случае гена Cas. Более того, в классиче-
ской генной инженерии известно не так много
растительных конститутивных промоторов, ко-
торые могли бы эффективно работать у Пшени-

цевых [50]. К наиболее хорошо изученным отно-
сятся промоторы генов актина (Actl) и алкоголь-
дегидрогеназы (Adh1) [51]. Для трансформации
пшеницы предлагались также промоторы палоч-
ковидного баднавируса сахарного тростника Sc-
BV [52], вируса карликовости пшеницы (WDV) и
LIR-промотор WDV [31], но они не получили ши-
рокого распространения.

Сравнительно небольшой набор инструмен-
тов, применяемых в геномном редактировании
пшеницы, можно объяснить использованием
традиционных “пустых” векторов и векторных
систем с ограниченным набором промоторов [16,
53–70]. Поэтому актуальными остаются исследо-
вания, направленные на увеличение ассортимен-
та доступных средств геномного редактирования
Пшеницевых.

СПОСОБЫ ДОСТАВКИ КОМПОНЕНТОВ 
CRISPR/Cas И МЕТОДЫ 

ГЕНЕТИЧЕСКОЙ ТРАНСФОРМАЦИИ
Процесс получения трансгенных однодольных

растений достаточно длительный и трудоемкий,
поэтому при планировании эксперимента по ре-
дактированию генома имеет смысл сначала про-
тестировать редактирующую систему на популя-
ции клеток (например, на протопластах или кал-
лусах) при помощи транзиентной экспрессии [5].
Это позволяет быстро оценить эффективность
разных вариантов генетических конструкций и
выбрать наиболее подходящие для продолжения
эксперимента и получения трансгенных расте-
ний. Именно поэтому во многих исследованиях
эффективность генно-инженерных конструкций
проверяют на протопластах [38]. Более того, ре-
зультаты многих работ по геномному редактиро-
ванию представителей трибы Пшеницевые пуб-
ликуются на стадии проверки эффективности
конструкций в протопластах [32, 49, 58].

При получении стабильных трансформантов
или “нокаутных” растений без трансгенов в каче-
стве эксплантов для генетической трансформации
Пшеницевых чаще всего используют незрелые за-
родыши (табл. 1). Компоненты CRISPR/Cas в ге-
ном мягкой пшеницы часто доставляют с помощью
бомбардировки золотыми частицами [1, 56]. Одна-
ко достаточно часто применяют и агробактери-
альную трансформацию [38, 48, 63]. Более того,
подавляющее большинство экспериментов по ге-
номному редактированию ячменя связано с ис-
пользованием агробактерий [35, 45, 69]. Не пре-
кращаются работы по повышению эффективно-
сти методов генетической трансформации и
регенеративной способности эксплантов Пше-
ницевых. Например, разработана надежная и
воспроизводимая система трансформации, опо-
средованной Agrobacterium tumefaciens, которая
позволила добиться 33%-ной эффективности
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трансформации пшеницы мягкой. В качестве ис-
ходного материала использовали незрелые заро-
дыши, которые центрифугировали перед агро-
бактериальной инокуляцией [71].

Широкое распространение получили также
способы доставки компонентов CRISPR/Cas в
клетки растений с использованием вирусов
растений, позволяющих существенно увеличить
наработку нРНК и Cas-нуклеазы, а при необхо-
димости и донорной ДНК, и повысить эффектив-
ность редактирования [72, 73]. Gil-Humanes и со-
авт. [31] разработали на основе репликонов систе-
му генетического редактирования зерновых
культур с использованием WDV. Использован-
ный в этой работе вектор pWDV2, содержащий
как ген Cas9, так и нРНК, оказался в 12 раз эф-
фективнее других векторов. Обычно компоненты
CRISPR/Cas при использовании вирусных векто-
ров в геном не встраиваются.

Чтобы избежать интеграции чужеродной ДНК
в процессе редактирования генома, разработан
также подход, в котором используется готовый
РНП-комплекс из соответствующей Cas-нукле-
азы и нРНК, сорбированных на золотых части-
цах, доставку которых осуществляли с помощью
биобаллистики [72]. На примере пшеницы мягкой
показано, что использование РНП снижает вероят-
ность нецелевых мутаций, которые могут возникать
при интеграции компонентов CRISPR/Cas в геном.
Поскольку при редактировании генома, опосре-
дованном РНП, чужеродная ДНК не использует-
ся, полученные мутанты не содержат трансгенов
[74]. Разработан также подробный протокол ге-
номного редактирования пшеницы мягкой с по-
мощью биобаллистической рибонуклеопротеид-
ной трансформации [75].

Одной из самых трудноразрешимых проблем
при генетической трансформации Пшеницевых
остается низкий уровень регенерации и невоз-
можность геномного редактирования многих
элитных сортов. Одним из подходов, направлен-
ных на решение этой проблемы, можно назвать
бомбардировку золотыми частицами апикальных
меристем побега in planta (метод iPB). Сообща-
лось о применении метода iPB к коммерчески
значимым японским элитным сортам пшеницы;
при этом проводили бомбардировку набухших
зрелых семян с обнаженной апикальной меристе-
мой побега [67]. В дальнейшем анализировали
мутации в гене-мишени в ткани флагового листа.
В результате мутантные аллели выявили в тканях
2.51% растений, подвергшихся бомбардировке,
однако все мутантные растения были химерными,
и в поколении T2 обнаружен лишь один тройной
рецессивный гомозиготный мутант.

На решение проблем, связанных с низким
уровнем регенеративной способности Пшенице-
вых, направлены также подходы к использова-

нию гаплоиндукторов в геномном редактирова-
нии. Разработаны методы индукции гаплоидов
Arabidopsis thaliana in planta путем элиминации ге-
нома одного родителя путем модификации гена
CENTROMERIC HISTONE 3 (CENH3) [76] куку-
рузы и риса путем нокаута гена спермоспецифич-
ной фосфолипазы [77, 78], а также пшеницы –
посредством межродового скрещивания с куку-
рузой [79]. Ранее сообщалось о гаплоиндукции в
сочетании с сайт-направленным мутагенезом у
A. thaliana, кукурузы и пшеницы [80]. Накоплен-
ный опыт позволил развивать методы геномного
редактирования Пшеницевых с использованием
гаплоиндукторов. К примеру, в геном кукурузы
внедрили последовательности Cas9 и нРНК, по-
добранные для нокаута всех гомеологов генов Ta-
BRI1 и TaSD1 у мягкой и твердой пшеницы [81].
Эмбрионы, полученные в результате межродовых
скрещиваний трансгенной кукурузы и мягкой
пшеницы, регенерировали в условиях in vitro с об-
разованием “нокаутных” растений пшеницы.

В целом, одним из популярных направлений
геномного редактирования Пшеницевых являет-
ся получение мутантных растений, не содержа-
щих трансгенов. В результате обеспечивается бо-
лее низкий уровень редактирования нецелевых
участков, а растения, не содержащие трансгенов,
могут быстрее получить разрешение на коммер-
ческое возделывание [72, 73]. Одними из первых
этот подход реализовали Zhang и соавт. [46], в ра-
боте которых компоненты CRISPR/Cas транзи-
ентно экспрессировались в ткани каллуса, а побе-
ги-регенеранты уже не содержали трансгенов.
Трансгены обычно не интегрируются в геном
растения и при использовании вирусных векто-
ров [31]. Однако, несмотря на очевидные преиму-
щества получения нетрансгенных растений, при
этом возможны сложности с селективным отбо-
ром.

Отдельно необходимо отметить, что эффек-
тивность (полнота) геномного редактирования и
его специфичность (воздействие преимуществен-
но или исключительно на целевые сайты) факти-
чески противостоят друг другу. Так, эффективность
редактирования намеченных участков генома будет
тем выше, чем дольше в клетке работают Cas-нук-
леаза и нРНК, но при этом возрастает вероятность
нецелевого редактирования [22].

ГЕНОМНОЕ РЕДАКТИРОВАНИЕ КУЛЬТУР 
ПЫЛЬНИКОВ И МИКРОСПОР 

ПРЕДСТАВИТЕЛЕЙ ТРИБЫ ПШЕНИЦЕВЫЕ
Микроспоры, или незрелые пыльцевые зерна,

представляют собой гаплоидные клетки, облада-
ющие способностью регенерировать in vitro в це-
лые растения. Тотипотентность микроспор обычно
используется для создания дигаплоидных растений
в рамках ускоренной селекции сельскохозяйствен-
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Таблица 1. Гены, фенотипические эффекты их нокаута, методы доставки компонентов системы CRISPR/Cas

Ген GenBank/Ensembl Вид 
растения Метод доставки Фенотип нокаута Ссылка

TaMLO KM017011 T. aestivum Бомбардировка золотыми 
частицами незрелых 
зародышей

Повышение устойчивости 
к мучнистой росе

 [2]

TdGASR7 KJ000053 T. durum Бомбардировка золотыми 
частицами незрелых 
зародышей

Увеличение массы зерна  [46]

ENGase MLOC_10039.2 H. vulgare Агробактериальная трансфор-
мация и бомбардировка незре-
лых зародышей

Нет отличий от дикого 
типа

 [27]

HvPAPhy_a FJ974003 H. vulgare Агробактериальная трансфор-
мация незрелых зародышей

Уменьшение фитазной 
активности зерна, замедле-
ние прорастания зерна

 [43]

TaGW2 KY264770, KY264771, 
KY264772

T. aestivum Бомбардировка золотыми 
частицами с РНП

Повышение продуктивно-
сти

 [74]

TaEDR1 AAU89661.2 T. aestivum Бомбардировка золотыми 
частицами незрелых 
зародышей

Повышение устойчивости 
к мучнистой росе

 [57]

TaGli-2 AJ133612,
JN831396,
HM120222

T. aes-
tivum, 
T. durum

Бомбардировка золотыми 
частицами незрелых
зародышей

Снижение иммунореак-
тивности

 [56]

TaMs45 AY660990 T. aestivum Агробактериальная трансфор-
мация незрелых зародышей

Мужская стерильность  [96]

TaLpx-1 KC679300 T. aestivum Бомбардировка золотыми 
частицами незрелых 
зародышей

Повышение устойчивости 
к фузариозу

 [33]

TaLox2 GU167921 T. aestivum Электропорация микроспор Увеличение содержания 
полиненасыщенных жир-
ных кислот

 [47]

TaDREB2 DQ353852 T. aestivum ПЭГ-трансформация прото-
пластов

Увеличение чувствитель-
ности к засухе

 [58]

TaERF3 EF570122 T. aestivum ПЭГ-трансформация прото-
пластов

Увеличение чувствитель-
ности к засухе

 [58]

HvCKX1
и HvCKX3

– H. vulgare Агробактериальная трансфор-
мация незрелых зародышей

–  [94]

HvNud KP245804 H. vulgare Агробактериальная трансфор-
мация незрелых зародышей

Голозерность  [92, 
94]

TaGW2 KY264770, KY264771, 
KY264772

T. aestivum ПЭГ-трансформация прото-
пластов

Повышение продуктивно-
сти зерна

 [32]

TaPinb AB262660 T. aestivum Агробактериальная трансфор-
мация незрелых зародышей

Повышение твердости 
эндосперма

 [38]

TaWx AB737985
LC379886,
KF007196

T. aestivum Агробактериальная трансфор-
мация незрелых зародышей

Уменьшение содержания 
амилозы в муке

 [38]

TaDA1 KM005099 T. aestivum Агробактериальная трансфор-
мация незрелых зародышей

Увеличение массы зерна  [38]

TaQsd1 HW250906
HW250899
HW250898

T. aestivum Агробактериальная трансфор-
мация незрелых зародышей

Уменьшение рисков про-
растания на корню

 [48]
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TaGW7 TraesCS2A01G176000,
TraesCS2B01G202300,
TraesCS2D01G183400

T. aestivum Бомбардировка золотыми 
частицами незрелых 
зародышей

Увеличение ширины и 
массы зерна

 [60]

HvCKX1
и HvCKX3

HOR-
VU3Hr1G019850, 
HORVU1Hr1G042360

H. vulgare Агробактериальная трансфор-
мация незрелых зародышей

Изменения по длине кор-
ней и количеству корневых 
волосков

 [95]

WDV sgRNA MK193742 H. vulgare Агробактериальная трансфор-
мация незрелых зародышей

Повышение устойчивости 
к вирусу карликовости 
пшеницы (WDV)

 [85]

D-hordein JQ867076.1 H. vulgare Агробактериальная трансфор-
мация незрелых зародышей

Уменьшение размера 
зерна, уменьшение 
содержания проламинов, 
увеличение содержания 
глютенинов

 [91]

HvITPK1 HORVU7Hr1G033170 H. vulgare Агробактериальная трансфор-
мация незрелых зародышей

Снижение содержания 
фитиновой кислоты 
в зерне

 [89]

TaNFXL1 HQ595068, 
HQ595069, HQ595070

T. aestivum Бомбардировка золотыми 
частицами незрелых 
зародышей

Устойчивость к фузариозу  [34]

TaNP1 TraesCS1A02G187500,
TraesCS1B02G195300,
TraesCS1D02G189200

T. aestivum Бомбардировка золотыми 
частицами незрелых 
зародышей

Мужская стерильность  [39]

WTAI-CM3, 
WTAI-CM16

Нет данных T. durum Бомбардировка золотыми 
частицами незрелых 
зародышей

Снижение содержания 
аллергенных белков

 [64]

BRI1 DQ655711 T. durum С использованием трансген-
ной кукурузы в качестве 
гаплоиндуктора

Укорочение стебля  [81]

SD1 Нет данных T. durum С использованием трансген-
ной кукурузы в качестве 
гаплоиндуктора

Укорочение стебля  [81]

HvHPT HORVU7Hr1G110990 H. vulgare Агробактериальная трансфор-
мация незрелых зародышей

Уменьшение размера и 
массы зерна, снижение 
содержания токоферолов и 
токотриенолов

 [35]

HvHGGT HORVU7Hr1G114330 H. vulgare Агробактериальная трансфор-
мация незрелых зародышей

Уменьшение размера и 
массы зерна, снижение 
содержания токотриенолов

 [35]

HvPDS HORVU3Hr1G090980 H. vulgare Агробактериальная трансфор-
мация каллуса из микроспор

Альбинизм  [82]

β-1,3-глюка-
наза

X67099, AK248899 H. vulgare Агробактериальная трансфор-
мация незрелых зародышей

Устойчивость к тле Rho-
palosiphum padi не увеличи-
лась

 [86]

HvCslF3, 
HvCslF6, 
HvCslF9, 
HvCslH1

HORVU(2Hr1G04235
0.3, 0Hr1G027460.1, 
4Hr1G067680.2, 
2Hr1G074940.3)

H. vulgare Агробактериальная трансфор-
мация незрелых зародышей

Уменьшение содержания 
(1,3;1,4)-β-глюкана в зерне

 [90]

TsABA8'OH1 AB714574.1, 
AB714575.1

×Triticose-
cale

ПЭГ-трансформация прото-
пластов

Уменьшение рисков про-
растания на корню

 [49]

Ген GenBank/Ensembl Вид 
растения Метод доставки Фенотип нокаута Ссылка

Таблица 1. Продолжение
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TaMs2 KX951468 T. aestivum Агробактериальная трансфор-
мация незрелых зародышей

Восстановление мужской 
фертильности

 [63]

TaSBEIIa HE591389,
FM865435,
AF338431

T. aestivum Бомбардировка золотыми 
частицами незрелых 
зародышей

Увеличение содержания 
амилозы в муке

 [1]

TaARE1 KAF7095826.1,
KAF7101772.1
KAF7108895.1

T. aestivum Бомбардировка золотыми 
частицами незрелых 
зародышей

Повышение эффективно-
сти усвоения азота, замед-
ление старения

 [65]

TaASN2 TraesCAD_scaffold_ 
023055_01G000100,
TraesCAD_scaffold_ 
036944_01G000100,
TraesCAD_scaffold_ 
017129_01G000200

T. aestivum Бомбардировка золотыми 
частицами незрелых 
зародышей

Уменьшение содержания 
акриламида в выпечке

 [66]

TaHAG1 TraesCS1D02G134200 T. aestivum Агробактериальная трансфор-
мация незрелых зародышей

Снижение 
солеустойчивости

 [97]

TaNPT1, 
TaSPDT, 
TaIPA1

Нет данных T. aestivum Бомбардировка золотыми 
частицами незрелых 
зародышей

н.д.  [41]

TaPDS FJ517553 T. aestivum Агробактериальная трансфор-
мация незрелых зародышей

Альбинизм  [1]

TaBAK1-2 EU679373 T. aestivum Бомбардировка золотыми 
частицами незрелых 
зародышей

Регуляция иммунитета и 
развития растений

 [67]

Ta-eIF4E Z12616.2 T. aestivum Бомбардировка золотыми 
частицами незрелых 
зародышей

Устойчивость к вирусам 
WSSMV и WYMV

 [67]

Ta-eIF(iso)4E Z12616 T. aestivum Бомбардировка золотыми 
частицами незрелых 
зародышей

Устойчивость к вирусам 
WSSMV и WYMV

 [67]

TaQsd1 HW250906,
HW250899,
HW250898

T. aestivum In planta бомбардировка золо-
тыми частицами апикальной 
меристемы побега

Уменьшение рисков про-
растания на корню

 [68]

EGT2 HORVU5Hr1G027890 H. vulgare Агробактериальная трансфор-
мация незрелых зародышей

Улучшение роста корней  [3]

HvMPK6 BAK07440.1 H. vulgare Агробактериальная трансфор-
мация незрелых зародышей

Снижение прорастания 
зерна, отсутствие побегов, 
короткие корни

 [69]

TaMBF1 FJ800577 T. aestivum Агробактериальная трансфор-
мация незрелых зародышей

Повышение чувствитель-
ности к жаре

 [98]

FT-D1 EF428114 T. aestivum Бомбардировка золотыми 
частицами незрелых 
зародышей

Увеличение числа колос-
ков и удлинение времени 
цветения

 [99]

MORC6a HOR-
VU3Hr1G046280.3

H. vulgare Агробактериальная трансфор-
мация незрелых зародышей

Повышение устойчивости 
к биотрофным и некро-
трофным грибам

 [45]

HvARE1 AK375792.1 H. vulgare Агробактериальная трансфор-
мация незрелых зародышей

Повышение эффективно-
сти использования азота

 [88]

Ген GenBank/Ensembl Вид 
растения Метод доставки Фенотип нокаута Ссылка

Таблица 1. Окончание
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ных культур. Гаплоидная стратегия на основе мик-
роспор также вдвое снижает количество редакти-
руемых аллелей. Например, у гексаплоидной
пшеницы количество редактируемых аллелей
уменьшается с шести до трех. Таким образом, от-
носительная простота выделения и возможность
быстрого получения гомозиготных диплоидных
трансгенных растений за одну стадию делают од-
ноклеточные микроспоры привлекательной ми-
шенью для редактирования генома, особенно у
устойчивых к трансформации видов, к которым от-
носятся все виды Пшеницевых. Исходя из этих со-
ображений, Bhowmik и соавт. [47] исследовали ряд
факторов, которые могут повлиять на доставку
компонентов CRISPR/Cas9 в микроспоры, и обна-
ружили, что электропорация не менее 75000 клеток
с использованием 10–20 мкг ДНК и импульсного
напряжения 500 В оптимальна для трансфекции
микроспор мягкой пшеницы. С использованием
нескольких конструкций Cas9 и нРНК удалось
внести целевые модификации и выполнить нока-
ут генов TaLox2 и TaUbiL1, кодирующих липокси-
геназу и убиквитин [47].

Еще одна работа по геномному редактированию
культуры пыльников проведена на растениях ячме-
ня. В каллусах нескольких сортов ячменя, получен-
ных из микроспор, методом агробактериальной
трансформации удалось отредактировать ген фито-
ендесатуразы (HvPDS) [82]. Этот протокол ока-
зался более эффективным, чем агробактериаль-
ная трансформация незрелых зародышей. Пред-
ложен также подробный протокол геномного
редактирования культуры клеток пыльников яч-
меня, который позволяет с помощью метода
удвоения гаплоидов сразу создавать линии, гомо-
зиготные по отредактированному аллелю [83].

МОЛЕКУЛЯРНЫЙ АНАЛИЗ РАСТЕНИЙ 
ПОСЛЕ ГЕНОМНОГО РЕДАКТИРОВАНИЯ

Существуют три основных метода выявления
мутаций, индуцированных CRISPR/Cas: ПЦР/ре-
стрикционный анализ (PCR/Re, CAPS), анализ с
помощью нуклеазы T7EI или ее аналогов, а также
клонирование ампликонов с последующим се-
квенированием. Эти методы широко использу-
ются при геномном редактировании Пшеницевых.
Обязательным условием первого метода является
то, что локус-мишень должен включать сайт соот-
ветствующей рестриктазы, который нарушается
мутациями, индуцированными CRISPR/Cas. В
этом случае ампликоны с мутациями окажутся
устойчивыми к расщеплению ферментами ре-
стрикции и на электрофореграмме будут визуали-
зироваться нерасщепленные ампликоны. Для
этого проводят ПЦР-анализ целевых генов в
предполагаемых трансформантах, после чего ам-
пликоны расщепляют ферментом рестрикции,
который распознает последовательности-мише-

ни дикого типа [15]. Мутантные аллели можно
дополнительно анализировать путем клонирова-
ния в вектор и секвенирования нерасщепленных
ампликонов [39]. ПЦР/рестрикционный анализ
нельзя применять к локусу-мишени, в котором
нет подходящих сайтов эндонуклеаз рестрикции.
В качестве альтернативы можно использовать
ферменты, расщепляющие неправильно спарен-
ные участки ДНК. В геномном редактировании
Пшеницевых широко используются нуклеазы
T7EI [65] и Cel I (SURVEYOR) [46]. Продукты
ПЦР (смесь аллеля дикого типа и мутантного ал-
леля) сначала подвергают денатурации, а затем
ренатурации для образования гетеродуплексов.
Продукты реакции обрабатывают нуклеазами
T7EI или Cel I, а затем визуализируют при помо-
щи электрофореза в 2%-ном агарозном геле. Ге-
теродуплексы расщепляются T7EI/Cel I, тогда
как гомодуплексы дикого типа и мутантные гомо-
дуплексы остаются интактными [58]. Небольшие
точечные мутации можно обнаружить с помощью
ПЦР/рестрикционного анализа и подтвердить
секвенированием. Поскольку сайты рестрикции
часто нарушаются при мутациях, индуцирован-
ных при NHEJ и HDR, мутантные последова-
тельности оказываются устойчивыми к расщеп-
лению и предпочтительно амплифицируются в
последующем цикле ПЦР. После этого редакти-
рованный генотип можно подтвердить клониро-
ванием и секвенированием [15]. Можно исполь-
зовать и полногеномное секвенирование отре-
дактированных растений [48, 54], при котором
выявляются также нецелевые участки геномного
редактирования.

ГЕНОМНОЕ РЕДАКТИРОВАНИЕ CRISPR/Cas 
ДЛЯ УЛУЧШЕНИЯ ОТДЕЛЬНЫХ 

ХОЗЯЙСТВЕННО ЦЕННЫХ 
ПРИЗНАКОВ У ПРЕДСТАВИТЕЛЕЙ 

ТРИБЫ ПШЕНИЦЕВЫЕ
Основные успехи были достигнуты при улуч-

шении моно- или олигогенно контролируемых
признаков, когда положительному проявлению
признака препятствует ген – негативный регулятор.
В этих случаях проблема решается нокаутом гена.

Одной из важнейших проблем при возделыва-
нии мягкой пшеницы является чувствительность
этой культуры к мучнистой росе, вызываемой
фитопатогенным грибом. Распространение муч-
нистой росы на посевах приводит к существенно-
му снижению урожая. В пионерской работе по ге-
номному редактированию мягкой пшеницы сде-
лана попытка создания сортов, устойчивых к
мучнистой росе, путем нокаута гена TaMLO, од-
нако это привело к снижению урожайности у ре-
дактированных растений [2]. Позднее проблему
негативного плейотропного эффекта нокаута
этого гена удалось решить с помощью небольшой
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делеции в локусе MLO-B1 [84]. Устойчивость
пшеницы к мучнистой росе удалось повысить
также путем внесения мутаций в ген EDR1 [57].
Еще одно не менее опасное заболевание предста-
вителей трибы Пшеницевые – фузариоз, вызыва-
ется грибом Fusarium graminearum. Brauer и соавт.
[34] идентифицировали ген TaNFXL1, кодирую-
щий фактор транскрипции, индуцируемый ми-
котоксином дезоксиниваленолом. С помощью
CRISPR/Cas доказано, что продукт гена TaNFXL1
подавляет устойчивость растений пшеницы к
F. graminearum. Таким образом, нокаут гена
TaNFXL1 может повышать устойчивость мягкой
пшеницы к фузариозу (табл. 1). Белки семейства
Microrchidia (MORC) играют важную роль в эпи-
генетическом сайленсинге генов и стабилизации
генома в клетках растений и животных, а также
действуют как медиаторы передачи сигналов за-
щиты, запускаемой R-белками различных клас-
сов. Методом CRISPR/Cas получены двойные
мутанты ячменя hvmorc1/hvmorc6a c высоким
уровнем устойчивости к биотрофным (Blumeria
graminis) и некротрофным (F. graminearum) фито-
патогенным грибам [45].

Одну из серьезных проблем при возделыва-
нии Пшеницевых представляют многочислен-
ные вирусные инфекции. С помощью техноло-
гии CRISPR/Cas можно воздействовать на гены
самого растения, продукты которых важны для
развития вирусной инфекции. К примеру, гены
Ta-eIF4E и Ta-eIF(iso)4E, кодирующие высоко-
консервативные факторы инициации трансля-
ции, одновременно служат факторами восприим-
чивости (S), необходимыми вирусам семейства
Potyviridae для завершения жизненного цикла.
Предполагается, что линии мягкой пшеницы с
нокаутом генов Ta-eIF4E и Ta-eIF(iso)4E будут
устойчивы к вирусу веретенообразной мозаики
пшеницы (WSSMV) и вирусу желтой мозаики
пшеницы (WYMV) [67]. Другой подход примени-
ли для борьбы против вируса WDV. Растения, по-
стоянно экспрессирующие белок Cas и нРНК
против WDV, характеризовались повышенной
устойчивостью к данному вирусу [85].

Еще одну проблему при культивировании
Пшеницевых представляют такие вредители, как
тля. Растения защищаются от тли, закупоривая
поврежденные ситовидные трубки отложениями
каллозы. Однако эти вредители приобрели спо-
собность индуцировать растительные гены, коди-
рующие β-1,3-глюканазу, которая разлагает кал-
лозу, что позволяет тле преодолевать защитные
системы растения-хозяина. Чтобы повредить
этот механизм, методом CRISPR/Cas получили
нокаут двух генов β-1,3-глюканазы (1636 и 1639) в
геноме ячменя [86]. В трех из четырех двойных
мутантных линий выявили значительное сниже-
ние активности β-1,3-глюканазы, причем листья
двойных мутантов содержали гораздо больше

каллозы, чем листья контрольных растений или
одинарных мутантов. Однако при этом у мутант-
ных растений не повышалась устойчивость к тле
Rhopalosiphum padi L., что могло быть связано с
более высоким уровнем экспрессии третьего гена
β-1,3-глюканазы – 1637, который тоже активиру-
ется под влиянием патогена.

Дефицит влаги, вызванный засухой и гипотер-
мией, остается наиболее значимым абиотиче-
ским стрессовым фактором при выращивании
всех сельскохозяйственных культур. Для повы-
шения стрессоустойчивости пшеницы использо-
вали нокаут генов TaDREB2 и TaERF3, кодирую-
щих факторы транскрипции, которые регулиру-
ют чувствительность к обезвоживанию [58]. Эти
эксперименты проведены только на протопла-
стах, однако предполагается, что полноценные
растения будут отличаться повышенной устойчи-
востью к дефициту влаги.

Одной из важных причин снижения урожай-
ности Пшеницевых остается так называемое про-
растание на корню (прорастание зерновок в ко-
лосе). Методом CRISPR/Cas Abe и соавт. [48]
внесли мутации в три гомеолога гена Qsd1, участ-
вующих в контроле покоя семян. Путем дальней-
ших скрещиваний удалось получить редактиро-
ванные растения, семена которых, как полагают,
будут иметь более продолжительный период по-
коя и будут менее подвержены прорастанию на
корню. Нокаут гена Qsd1 использовали также в
работе, направленной на отработку технологии
геномного редактирования путем генетической
трансформации апикальной меристемы побега
in planta [68]. Проблема прорастания на корню
особенно актуальна для тритикале. Однако,
учитывая сложность генома, слабую изучен-
ность и очень низкие способности тритикале к
регенерации, геномное редактирование этой
культуры требует больших затрат и времени, его
проводят лишь в нескольких лабораториях ми-
ра [87]. Одной из вероятных генетических де-
терминант прорастания на корню считается ген
ABA 8'-HYDROXYLASE 1. Michalski и соавт. [49]
создали конструкции для нокаута этого гена ме-
тодом CRISPR/Cas и испытали их путем транс-
фекции в протопласты тритикале. Далее с помо-
щью анализа T7E1 и секвенирования доказали
возникновение мутаций в целевом гене. Это
единственная на сегодняшний день работа по ге-
номному редактированию тритикале, однако сле-
дует отметить, что полноценные растения полу-
чены не были [49].

Со времен первой зеленой революции одним
из хозяйственно ценных признаков Пшеницевых
остается короткостебельность. Поэтому не удиви-
тельно, что этот фенотипический признак стано-
вится целью геномного редактирования. Напри-
мер, с использованием гаплоиндукторов получены
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растения мягкой и твердой пшеницы с нокаутом ге-
нов BRASSINOSTEROID-INSENSITIVE 1 (BRI1)
и SEMI-DWARF 1 (SD1) [81]. Предполагается, что
редактированные растения будут иметь более ко-
роткий стебель и увеличенную урожайность.

Важным направлением селекции культурных
растений трибы Пшеницевые остается повыше-
ние эффективности азотного питания. Недавно
Zhang и соавт. [65] идентифицировали и охарак-
теризовали три гомеолога гена TaARE1. Методом
CRISPR/Cas они создали мутантные линии пше-
ницы с тройными нулевыми аллелями taare. Все
мутантные линии имели повышенную устойчи-
вость к азотному голоданию, замедленное старение
и повышенную урожайность в полевых условиях.
Похожие работы проведены также на ячмене. У му-
тантных линий ячменя hvare1 наблюдалось увели-
чение высоты растений, числа побегов, содержания
белка в зерне и урожайности. Кроме того, мутанты
ячменя hvare1 отличались повышенным содержа-
нием хлорофилла, отсроченным старением, а
также имели высокое содержание азота в побегах
в условиях низкого содержания азота в почве [88].

К важнейшим характеристикам урожайности
культурных растений трибы Пшеницевые отно-
сятся масса и размеры семян. Показано увеличе-
ние ширины и массы зерновок в растениях с но-
каутом гомеологов гена TaGW7 в геномах B и D,
при этом наблюдалось уменьшение длины зерно-
вок. Причем наиболее значительные эффекты
получены при внесении изменений в оба гомео-
лога [60]. Нокаут гомологичного гена TaGW2 во
всех субгеномах мягкой пшеницы также способ-
ствовал увеличению признака “масса тысячи зе-
рен” [32].

Некоторые работы по редактированию с по-
мощью системы CRISPR/Cas направлены на
улучшение качества зерна. Например, Li и соавт.
[1] получили линии яровой и озимой пшеницы
мягкой с высоким содержанием амилозы за счет
внесения мутаций в ген TaSBEIIa, кодирующий
ветвящий фермент крахмала. Блокирование экс-
прессии этого гена привело к снижению содержа-
ния амилопектина в крахмале и увеличению со-
держания амилозы. Raffan и соавт. [66] удалось
внести мутационные изменения во все шесть ал-
лелей гена TaASN2, кодирующего аспарагинсин-
тетазу, что привело к существенному снижению
содержания свободного аспарагина в зерне пше-
ницы мягкой. Свободный аспарагин является
предшественником акриламида, который образу-
ется во время высокотемпературной обработки
продуктов, приготовленных из пшеницы, поэто-
му предполагается возможность снижения кан-
церогенности продуктов из растений с редакти-
рованным геномом.

Инозитолтрифосфат-киназы 5/6 (ITPK) со-
ставляют небольшую группу ферментов, участву-

ющих в последовательном фосфорилировании
инозитолфосфата в инозитолгексафосфат (IP6),
который является основной формой хранения
фосфата в зерне злаков. Создание линий Пшени-
цевых с пониженным содержанием IP6 может по-
высить биодоступность фосфатов в пище и кор-
мах. С целью выяснения роли гена HvITPK1 в
биосинтезе IP6 созданы мутантные растения яч-
меня [89] с измененными уровнями фосфатов в
зрелых зернах – от 65 до 174% относительно содер-
жания в зерновках дикого типа. К тому же мутанты
с инсерциями были более солеустойчивыми, чем
растения дикого типа и делеционные мутанты. Ре-
зультаты этого исследования доказывают участие
генов ITPK не только в накоплении фосфатов, но и
в передаче сигналов абиотического стресса.

Более 7% населения западных стран страдает
повышенной чувствительностью к глютену, а
наибольшей иммунореактивностью обладает
33-мерный пептид α-глиадина [56]. С целью со-
здания растений мягкой и твердой пшеницы с по-
ниженной иммунореактивностью сконструирова-
ны две нРНК для нацеливания на консервативную
область, примыкающую к последовательности
гена α-глиадина, кодирующей 33-мер. Мутант-
ные линии характеризовались снижением содер-
жания α-глиадинов и иммунореактивности [56].
С пшеницей связаны и такие заболевания челове-
ка, как астма пекарей и нецелиакийная чувстви-
тельность к пшенице (NCWS). Предполагается,
что патогенез этих болезней связан с ингибитора-
ми α-амилазы и трипсина (ATI), кодируемыми
субъединицами WTAI-CM3 и WTAI-CM16. С целью
получения линий твердой пшеницы с уменьшен-
ным количеством потенциальных аллергенов про-
ведено редактирование этих двух субъединиц в зер-
не итальянского сорта Svevo с использованием стра-
тегии мультиплексного CRISPR/Cas9 [64]. В итоге
редактирование двух целевых генов подтверждено
как на молекулярном (секвенирование и исследо-
вание экспрессии генов), так и на биохимическом
(иммунологический тест) уровнях.

Для пивоварения предпочтительно исполь-
зовать ячмень с низким содержанием (1,3;1,4)-
β-глюкана. Так как гены (1,3;1,4)-β-глюкан-
синтаз ячменя изучены недостаточно, методом
CRISPR/Cas выполнен нокаут четырех генов
(HvCslH1, HvCslF3, HvCslF6 и HvCslF9), предполо-
жительно кодирующих ферменты семейства гли-
козилтрансфераз GT2 [90]. Мутации в генах
HvCslH1, HvCslF3 и HvCslF9 не влияли на содер-
жание (1,3;1,4)-β-глюкана в зерне, тогда как но-
каут гена HvCslF6 приводил к существенному
уменьшению содержания этого вещества.

Гордеины – запасные белки ячменя, одна из
фракций которых, называемая D-гордеинами,
ассоциирована с низким качеством солодового
экстракта. При этом механизм отрицательного
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влияния D-гордеина на качество солода не уста-
новлен. С целью функционального анализа гена
D-гордеина проведен его нокаут и получены три
гетерозиготных мутантных растения [91]. Гомо-
зиготные мутанты второго поколения имели бо-
лее мелкие зерновки, содержание проламинов в
них было снижено, а глютенинов увеличено.

Голозерность ячменя связывают с делецией
гена NUD, кодирующего транскрипционный
фактор AP2/ERF, контролирующий образование
цементирующего слоя между околоплодником,
нижней и верхней цветковой чешуями. Правиль-
ность этих данных подтверждает конверсия фе-
нотипа ячменя из пленчатого в голозерный при
направленном нокауте гена NUD с использовани-
ем РНК-управляемой эндонуклеазы Cas9 [92].
Отмечается, что из-за высокого содержания
β-глюкана голозерный ячмень может считаться
диетическим продуктом.

В ряде работ проведено одновременное муль-
типлексное геномное редактирование несколь-
ких генов. Множественные спейсеры в одной
нРНК получали, используя классическую муль-
типлексную систему, где каждая нРНК находится
под контролем собственного промотора U3 или
U6 (система TRSP), а также ряд систем процес-
синга тРНК [53], рибозимов [93] и Csy4 [54], экс-
прессирующихся полицистронно. Для проверки
эффективности этих систем Li и соавт. [1] прово-
дили одновременное геномное редактирование
генов TaDA1, TaPDS и TaNCED1 с использовани-
ем первых трех подходов. В итоге системы про-
цессинга тРНК и рибозимов оказались более эф-
фективными и надежными, чем система TRSP.
Luo и соавт. [41] разработали эффективную стра-
тегию мультиплексного редактирования генома
пшеницы мягкой с использованием промотора
Pol II риса для управления экспрессией тандем-
ных повторов единиц тРНК-нРНК, добавив
полиA-сигнал и nos-терминатор для повышения
уровня экспрессии транскриптов, что увеличива-
ло частоту редактирования множественных генов
в нескольких локусах пшеницы. Показана воз-
можность одновременного редактирования 2, 3, 4
и 5 генов в 15 геномных локусах в одном поколе-
нии. Одновременно проведено редактирование
генов Pinb, Waxy и DA1, мутации в которых могут
способствовать повышению твердозерности, уве-
личению содержания амилопектина и увеличе-
нию показателя “масса тысячи зерен” соответ-
ственно [38]. Wang и соавт. [33] применили муль-
типлексную конструкцию, созданную путем
объединения тандемно расположенных единиц
тРНК-нРНК, для создания наследуемых мутаций
в генах TaGW2, TaLpx-1 и TaMLO гексаплоидной
пшеницы. Образовавшиеся во всех трех гомеоло-
гичных копиях гена TaGW2 мутации привели к
значительному увеличению размера зерновок и
показателя “масса тысячи зерен”.

Системы мультиплексного геномного редак-
тирования также были апробированы на ячмене.
Cконструировали две разные нРНК для обычно-
го редактирования и одну полицистронную кон-
струкцию тРНК-нРНК для мультиплексного ре-
дактирования с использованием эндогенной си-
стемы процессинга тРНК для нокаута генов
цитокининоксидазы/дегидрогеназы: одного –
HvCKX1, и двух – HvCKX1 и HvCKX3 соответ-
ственно [94]. Сообщается также, что высокая ча-
стота индуцированных мутаций была достигнута
за счет использования оптимизированного син-
тетического гена Cas9 и усиленного интроном
UBQ10-i1 из A. thaliana в сочетании с эффектив-
ным методом агробактериальной трансформа-
ции. В дальнейшем Gasparis и соавт. [95] продол-
жили исследование растений ячменя с нокаутом
и выявили значительное снижение активности
фермента CKX в колосьях линий ckx1, в то время
как у линий ckx3 активность оставалась на том же
уровне, что и в контрольных растениях. Несмотря
на эти различия, урожайность мутантных линий
не изменилась. В свою очередь, различия в актив-
ности CKX в корнях мутантов ckx1 и ckx3 отража-
лись на морфологии корней. Снижение активно-
сти CKX в линии ckx1 приводило к увеличению
длины корней, площади поверхности и количе-
ства корневых волосков и к противоположным
результатам у мутантов ckx3.

Очень удобным инструментом, используемым
в селекционных работах, являются системы ин-
дукции мужской стерильности. С целью индук-
ции мужской стерильности отредактировали все
три гомеолога гена TaNP1, кодирующего предпо-
лагаемую глюкозометанол-холиноксидоредукта-
зу, необходимую для поддержания мужской фер-
тильности (табл. 1). Тройные гомозиготные мута-
ции в генах TaNP1 приводили к полной мужской
стерильности [39]. Редактированные линии пше-
ниц с мужской стерильностью предлагают ис-
пользовать в селекции пшеницы. В другом иссле-
довании путем направленного мутагенеза с ис-
пользованием системы CRISPR/Cas мутации
внесли во все три гомеолога гена Ms45 (ген муж-
ской стерильности) и получили стерильные рас-
тения пшеницы мягкой [96]. Однако после полу-
чения гибридных линий возникает необходи-
мость восстановления мужской фертильности, что
можно сделать путем нокаута генов мужской сте-
рильности. К примеру, Tang и соавт. [63] внесли
мутации в ген Ms2, контролирующий цитоплаз-
матическую мужскую стерильность, что привело
к восстановлению фертильности у отредактиро-
ванных растений. В табл. 1 представлена инфор-
мация о целевых генах, методах доставки компо-
нентов CRISPR/Cas и фенотипических проявле-
ниях нокаута этих генов в растениях мягкой и
твердой пшеницы, ячменя и тритикале. Результа-



МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ  том 56  № 6  2022

РЕДАКТИРОВАНИЕ ГЕНОМОВ ПРЕДСТАВИТЕЛЕЙ ТРИБЫ ПШЕНИЦЕВЫЕ 961

ты геномного редактирования других представите-
лей трибы Пшеницевые пока не опубликованы.

МЕТОД CRISPR/Cas В ФУНДАМЕНТАЛЬНЫХ 
ИССЛЕДОВАНИЯХ ПРЕДСТАВИТЕЛЕЙ 

ТРИБЫ ПШЕНИЦЕВЫЕ
Пшеница мягкая имеет большой (17 Гб) и

сложный полиплоидный геном с высокой долей
повторяющихся последовательностей (>80%).
Эти особенности создают проблемы для генети-
ческого и функционального анализа генома пше-
ницы [2, 38]. Однако с появлением системы
CRISPR/Cas гораздо быстрее начали развиваться
фундаментальные исследования пшеницы мяг-
кой и других Пшеницевых методами обратной ге-
нетики. На сегодняшний день опубликовано уже
более 10 работ, в которых представлены результа-
ты изучения Пшеницевых с использованием му-
тантов с нокаутом определенных генов, получен-
ных методом CRISPR/Cas. К примеру, Wang и со-
авт. [100] получили мутанты пшеницы по гену
TaPHT1;9-4B, которые при достаточном количе-
стве фосфатов в почве содержат меньше фосфа-
тов в корнях и побегах, чем растения дикого типа.
В то же время при дефиците фосфора эти мутанты
накапливали фосфаты в корнях, но не в побегах.
Таким образом доказано, что продукт гена
TaPHT1;9-4B участвует в переносе фосфатов от
корней к побегу. Путем нокаута гена гистон-аце-
тилтрансферазы TaHAG1 методом CRISPR/Cas
доказана его важная роль в регуляции солеустой-
чивости посредством ацетилирования гистонов
Н3 различных генов, участвующих в модуляции
выработки активных форм кислорода [97].

Для изучения роли гена TaMBF1 в регуляции
и обеспечении жароустойчивости методом
CRISPR/Cas созданы растения с нокаутом всех
трех гомеологичных генов [98]. Мутантные расте-
ния, в отличие от растений дикого типа, характе-
ризовались пониженной устойчивостью к дей-
ствию высоких температур – в условиях теплово-
го стресса они имели более короткий стебель и
меньшую сырую массу. Однако нокаут только од-
ного гомеолога TaMBF1 не привел к существен-
ному изменению жароустойчивости, что свиде-
тельствует о функциональной избыточности го-
меологов этого гена в ответе на тепловой стресс.
Ген TaBAK1-2 мягкой пшеницы является гомоло-
гом гена BAK1 A. thaliana, кодирующего BRI1-ас-
социированную рецепторную киназу 1, важный
регулятор иммунитета и развития растений. Для
выяснения функций гена TaBAK1-2 использова-
ли нокаут всех трех его гомеологов; эта мутация
успешно наследовалась в последующих поколе-
ниях [67].

Продукт гена FLOWERING LOCUS T (FT) спо-
собен перемещаться из флоэмы листа в апикаль-
ную меристему побега, где инициирует переход к

цветению. Предполагается, что данный ген также
может участвовать в регуляции числа колосков у
Пшеницевых. Путем редактирования гена FT-D1
с использованием системы CRISPR/Cas доказано
участие этого гена в определении числа колосков
и времени колошения [99].

Угол роста корней определяет их направление
к вектору силы тяжести и является одним из наи-
более важных факторов, устанавливающих архи-
тектонику корневой системы. Путем нокаута го-
меологов гена EGT2 в субгеномах A и B твердой
пшеницы показана эволюционно консерватив-
ная роль этого гена в контроле угла роста корней
[3]. Применение микродиссекции с лазерным за-
хватом и секвенирования РНК позволило обна-
ружить, что в растениях с нокаутом этого гена по-
давлена экспрессия семи генов экспансинов в зо-
не растяжения. Эти данные свидетельствуют о
том, что EGT2 кодирует регулятор угла роста кор-
ней, который может быть ценной мишенью для
улучшения роста корней у Пшеницевых.

Среди культурных видов трибы Пшеницевые
наиболее удобным для проведения фундамен-
тальных исследований оказался ячмень, имею-
щий диплоидный геном. На модельных сортах
этого вида хорошо отработана методика генети-
ческой трансформации. Чтобы изучить механизм
модификации и удаления N-гликанов из белков,
Kapusi и соавт. [27] выбрали в качестве мишени
для редактирования генома предполагаемый эн-
догенный ген эндо-N-ацетил-β-D-глюкозамини-
дазы (ENGase) ячменя. В зерновках ячменя при
прорастании активируется ENGase, которая спо-
собствует удалению N-гликанов из молекул бел-
ка, что приводит к мобилизации запасных глико-
протеинов. Редактированные растения ячменя с
биаллельными или гомозиготными мутациями в
предполагаемом гене ENGase не имели феноти-
пических отличий от растений дикого типа. Пла-
нируется провести биохимический анализ полу-
ченных растений, чтобы выявить возможные из-
менения в составе N-гликанов эндогенных и
рекомбинантных белков, а также воздействие
этих мутаций на физиологию эндосперма. Другой
пример – особенности биосинтеза витамина Е у
однодольных растений. С целью изучения биосин-
теза этого витамина созданы мутантные растения
ячменя с нокаутом генов HvHPT и HvHGGT, коди-
рующих ферменты, вовлеченные в биосинтез ви-
тамина Е [35]. С использованием высокоэффек-
тивной жидкостной хроматографии (ВЭЖХ) по-
казано, что целенаправленная мутация гена
HvHPT значительно снижает содержание как то-
коферолов, так и токотриенолов, тогда как мута-
ция гена HvHGGT полностью блокирует биосинтез
токотриенолов в зернах ячменя. Это означает, что
продукт гена HvHGGT является ключевым фер-
ментом биосинтеза токотриенолов.
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Гены MPK, роль которых в развитии растений
хорошо изучена у A. thaliana и риса, кодируют ми-
тоген-активируемые протеинкиназы. При этом
функции ортологов гена МРК6 у Пшеницевых
оставались неизученными. Krenek и соавт. [69]
методом CRISPR/Cas создали растения ячменя с
нокаутом гена HvMPK6, однако фенотипически
они не отличались от растений дикого типа. По-
казано, что все эти мутанты гетерозиготные, а
второй аллель всегда содержит нативный ген
HvMPK6. Полученные результаты говорят о ле-
тальности биаллельных мутантов. В дальнейшем
удалось получить семена этих мутантов, однако
проростки оказались аномальными, без побегов и
с редуцированной корневой системой. Исходя из
полученных результатов, а также результатов изу-
чения ортологов гена MPK6 в A. thaliana и риса,
сделан вывод о важной роли HvMPK6 в эмбрио-
нальном и раннем развитии проростков ячменя.

Геномное редактирование CRISPR/Cas может
оказаться весьма полезным при функциональном
анализе промоторов различных генов растений.
К примеру, с помощью этого подхода анализиро-
вали промотор гена фитазы ячменя HvPAPhy_a.
Белковый продукт этого гена, как предполага-
лось, является основной фитазой, присутствую-
щей в зрелых зерновках ячменя и определяющей
их фитазную активность (MGPA) [43]. Результаты
этой работы подтвердили, что фермент PAPhy_a
ячменя вносит основной вклад в MGPA. Кроме
того, анализ промоторной области гена HvPAPhy_a,
содержащей мотив GCN4/Skn1/RY, показал его
важность для экспрессии HvPAPhy_a, поскольку
MGPA в зерновках линий растений с мутациями
в этом мотиве значительно снижена. Интересно,
что в линиях ячменя с делециями нуклеотидов в
промоторе, расположенными ниже этого мотива,
уровни MGPA еще более снижены, указывая на
то, что мотив GCN4/SKn1/RY не является един-
ственным элементом промотора, ответственным
за уровень экспрессии PAPhy_a во время созрева-
ния зерна.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Применение системы CRISPR/Cas9 имеет

широкие перспективы как в фундаментальных
исследованиях, так и для решения прикладных
задач. Одна из таких перспектив – возможность
значительного ускорения многих исследований,
связанных с выяснением функций генов и гене-
тического контроля признаков. С помощью ме-
тода CRISPR/Cas получено большое количество
растений пшеницы мягкой и ячменя, в том числе,
с улучшенными хозяйственно ценными призна-
ками. Опубликованы результаты геномного ре-
дактирования пшеницы твердой и тритикале [46,
49, 56, 64, 81]. Однако целый ряд культурных рас-
тений трибы Пшеницевые, таких как рожь, пше-

ницы-однозернянки и пшеницы-двузернянки,
остаются неисследованными в контексте геном-
ного редактирования, Тем не менее, недавние
успехи в генной инженерии и генетической
трансформации этих видов [101–103] позволяют
надеяться на скорое вовлечение новых предста-
вителей трибы Пшеницевые в исследования,
предполагающие изменение генома с помощью
систем CRISPR/Cas. Одним из существенных
препятствий к широкому применению методов
CRISPR/Cas остается крайне низкая способность
представителей трибы Пшеницевые к регенера-
ции. Поэтому возрастает актуальность разработ-
ки новых способов доставки компонентов систе-
мы CRISPR/Cas, в том числе, в апикальную ме-
ристему или в пыльцевые зерна, чтобы получить
полноценные растения с редактированными ге-
номами без этапа культивирования in vitro. Разра-
ботка таких методов позволит проводить геном-
ное редактирование не только на модельных, но и
на коммерчески значимых сортах.

В России систему CRISPR/Cas9 успешно при-
меняют для редактирования генома ячменя в Ин-
ституте цитологии и генетики СО РАН [92, 104].
Геном мягкой пшеницы редактируют сотрудники
Всероссийского научно-исследовательского ин-
ститута сельскохозяйственной биотехнологии
[105]. Однако редактированные растения в сель-
скохозяйственном производстве нашей страны
пока не применяются. Одну из проблем представ-
ляет присутствие в геномах трансгенных расте-
ний “служебной” чужеродной ДНК. Система
CRISPR/Cas позволяет удалять нежелательные
последовательности из генома, поэтому редакти-
рованные растения не могут относиться к ГМО,
так как не содержат трансгенов, что позволяет в
случае диверсифицированного подхода в сфере
правового регулирования допускать к использо-
ванию сорта, в ходе получения которых применя-
лось геномное редактирование.

Обзорное исследование Кулуева Б.Р., Михай-
ловой Е.В., Галимовой А.А. и Хлесткиной Е.К.
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ние № 075-15-2021-1066 от 28 сентября 2021 г.), ра-
боты Кулуева А.Р. и Заикиной Е.А. выполнены в
рамках государственного задания № 122030200143-8.
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The tribe Triticeae includes such important agricultural crops as bread wheat, durum wheat, barley, rye and
triticale. Research in the field of reverse genetics and genetic engineering of the Triticeae received a new im-
petus after the active use of the CRISPR/Cas genome editing system. This review collects and analyzes data
on recent successes in genomic editing of cultivated plants of the Triticeae tribe and the tools used. The most
commonly used arsenal for genome editing of Triticeae includes the codon-optimized Cas9 gene under the
control of the maize ubiquitin gene promoter and guide RNAs under the control of Pol III promoters U6 and
U3 in one or more binary vectors. The genes for resistance to phosphinothricin and hygromycin are used as
selective genes. To obtain edited plants, the methods of agrobacterium-mediated transformation and biolis-
tics are used, while immature embryos are used as explants. Approaches are being developed to overcome the
problem of low regenerative capacity of representatives of the Triticeae tribe: in planta transformation of shoot
apical meristems, transformation of microspores and pollen grains, and the use of haploinductors. Much of
the work published to date has been devoted to the genomic editing of bread wheat and barley, although recent
years have seen the emergence of CRISPR/Cas knockout studies of target genes in durum wheat and triticale.
Further progress in the development of genome editing of cultivated plants of the Triticeae tribe should be
aimed at expanding the range of species and varieties involved, as well as overcoming the problems of low re-
generative capacity, which will allow genetic modification work to be carried out in elite varieties that will be
in demand in agricultural production.

Keywords: Triticum aestivum, Hordeum vulgare, Triticim durum, ×Triticosecale, bread wheat, barley, promoters, se-
lectable gene, agrobacterium-mediated transformation, immature embryos, microspores, haploinductors
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Синтез вторичных метаболитов играет одну из центральных ролей в выживании растений и их
устойчивости к биотическому и абиотическому стрессу. Менее изученными, как с фундаменталь-
ной, так и с практической точки зрения, остаются растительные полиизопренолы, хотя их широкое
распространение в растениях указывает на важную роль в клеточном метаболизме. Полиизопрено-
лы растений синтезируются цис-пренилтрансферазами (CPTs), поэтому изучение этих ферментов
необходимо для понимания путей синтеза, локализации и функций полиизопренолов растений. К
уникальной группе растений, обладающей большим потенциалом для проведения исследований
CPTs, относятся бриофиты, в том числе печеночный мох Marchantia polymorpha. Нами проведен
биоинформатический анализ генов CPTs в геноме бриофита M. polymorpha и идентифицировано семь,
гомологичных генам AtCPT7 и AtCPT3 Arabidopsis thaliana, участвующим в синтезе полиизопренолов.
Получены четыре индивидуальные линии растений-мутантов M. polymorpha по гену MpCPT7.37. Пока-
зано, что в трех линиях мутация приводила к сдвигу рамки считывания и нокауту этого гена. Однако
нокаут только одной из CPTs типа 7 не оказывал влияния на рост и выживаемость растений. Выяв-
лено, что антибактериальная активность экстрактов тканей растений-мутантов значимо не отлича-
лась от растений дикого типа, что указывает на возможный компенсаторный эффект, обусловлен-
ный активностью других CPTs типа 7. Полученные данные предваряют дальнейшие исследования
CPTs бриофитов и продуктов их синтеза.

Ключевые слова: цис-пренилтрансферазы, полиизопренолы, бриофиты, Marchantia polymorpha, вто-
ричные метаболиты, антибактериальная активность, CRISPR/Cas9
DOI: 10.31857/S0026898422060234

В ходе эволюции растения выработали множе-
ство стратегий адаптации к абиотическим и био-
тическим стрессам путем изменений в регуляции
и формировании новых метаболических путей,
включая синтез большого разнообразия вторич-
ных метаболитов [1, 2]. Несмотря на разнообра-
зие, для большинства вторичных метаболитов
растений характерны кόровые структуры, состав-
ляющие основу новых химических соединений,
претерпевающие модификацию путем гликози-
лирования, ацилирования, метилирования и др.
[2]. Один из типов модификаций метаболитов ‒
пренилирование, играющее значимую роль в
формировании метаболома. Процесс пренилиро-
вания метаболитов заключается в присоединении

изопреноидного остатка к акцепторной молеку-
ле, в качестве которой могут выступать аромати-
ческие соединения и сами изопреноиды. К по-
следним относятся такие соединения, как стеро-
идные гормоны, каротиноиды, ароматические
метаболиты, убихиноны с изопреноидными бо-
ковыми цепями и др. [3]. Также пренилирование
играет основную роль в дифференциации арома-
тических соединений растений, таких как фенил-
пропаноиды, флавоноиды и кумарины. Кроме
того, зачастую пренилированные метаболиты об-
ладают более выраженной противоопухолевой и
антимикробной активностью по сравнению с их
непренилированными предшественниками. Это
объясняет растущий интерес к их изучению как
потенциально новых препаратов для медицины и
промышленности [4‒6]. Однако, в отличие от
пренилированных ароматических соединений

Сокращения: CPTs (cis-prenyltransferases) ‒ цис-пренил-
трансферазы.
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растений, практически не изученной, как с фун-
даментальной, так и практической точки зрения,
остается другая группа вторичных метаболитов,
обладающих изопреноидной структурой, – поли-
изопренолы.

Полиизопренолы представляют собой длин-
ноцепочечные молекулы, состоящие из изопре-
новых остатков, синтезируемые в клетках орга-
низмов различных таксонов. Большинство орга-
низмов способно синтезировать два типа таких
соединений: ненасыщенные полиизопренолы
(полипренолы) и насыщенные полиизопренолы
(долихолы). Их соотношение в клетках варьирует
у разных видов, а их локализация отличается
тканеспецифичностью [7, 8]. Многие растения
также содержат большое разнообразие коротко-
и среднецепочечных полипренолов (С10‒С40 и
С40‒С65), а также долихолы, в состав которых у
растений входит от 70 до 100 атомов углерода. В то
время как длинноцепочечные долихолы и их по-
липреноловые предшественники находят в раз-
личных тканях растений, молекулы С40‒С65 в
основном обнаруживают в пластидах, а коротко-
цепочечные – в основном в клетках корней, а
также в трихомах, черешках и тканях листьев [9].

Функции растительных полипренолов мало-
изучены, однако их широкое распространение в
клетках и тканях всех растений предполагает важ-
ную роль в жизненном цикле последних [7, 8].
Изменения в метаболизме полиизопренолов про-
исходят в процессе развития клеток и тканей, а
также под влиянием различных внешних факто-
ров и стрессовых стимулов [8]. Долихолы, акку-
мулированные в мембранах клеток эндоплазма-
тического ретикулума (ЭПР) растений, как и
большинства эукариот, участвуют в регуляции
N-гликозилирования белков и последующем на-
правлении белковых молекул по секреторному
пути [9]. Тем самым изучение полиизопренолов
имеет важное значение для понимания их уча-
стия в функционировании организма в целом.

Кроме того, изучение полиизопренолов имеет
практическое значение, так как их рассматрива-
ют в качестве потенциальных биологически ак-
тивных соединений, в частности антимикробных
агентов. Так, показано, что полипренолы из тка-
ней растений гинкго (Ginkgo biloba L.) и шелкови-
цы (Morus alba L.) обладают антибактериальным
действием в отношении грамположительных и
грамотрицательных патогенных бактерий [10].

Основные ферменты, участвующие в метабо-
лическом пути синтеза полиизопренолов расте-
ний, ‒ цис-пренилтрансферазы (CPTs), присо-
единяющие изопреноидные остатки по типу “го-
лова к хвосту” [3]. Для растений характерно
наличие множества CPTs, классифицированных
в семейства, однако в связи с недостаточной изу-
ченностью только для некоторых из них подтвер-

ждено участие в синтезе полиизопренолов [11].
Субстратом для синтеза полиизопренолов служат
С10-, С15- и С20-углеродные предшественники:
геранилдифосфат, фарнезилдифосфат и геранил-
геранилдифосфат соответственно [12]. Однако
данных о растительных CPTs недостаточно; при-
чем бόльшая часть исследований ограничивается
экспериментами на модельном растении Arabi-
dopsis thaliana. Более глубокое изучение CPTs с ис-
пользованием широкого ряда модельных и немо-
дельных растительных организмов позволит полу-
чить новые данные для понимания путей синтеза,
локализации и функциональной роли полипрено-
лов растений. Такими перспективными модель-
ными растениями считаются бриофиты.

Бриофиты (зеленые и антоцеротовые мхи, пе-
ченочники) представляют группу наземных рас-
тений, обладающих огромным потенциалом для
проведения исследований в области эволюции,
генетики, молекулярной биологии и физиологии
растений [13]. Кроме того, бриофиты продуциру-
ют широкий спектр уникальных для наземных
растений метаболитов, что позволяет их считать
ценными объектами в изучении метаболомики
растений [14‒16]. Представитель бриофитов –
печеночник Marchantia polymorpha – известен как
источник множества соединений, обладающих
антимикробной, ранозаживляющей, противо-
опухолевой, антиоксидантной и многими други-
ми типами активностей. Простота культивирова-
ния и небольшие размеры бриофитов сделали их
удобными объектами для фундаментальных ис-
следований и перспективными продуцентами для
промышленности.

Нами проведен биоинформатический поиск и
филогенетический анализ последовательностей
генов CPTs M. polymorpha. Обнаружено шесть ге-
нов CPTs типа 7 и один ген CPTs типа 3, тогда как
в геноме растений A. thaliana идентифицировано
9 типов CPTs. Для выявления функциональной
роли отдельных генов-гомологов CPTs в разви-
тии растений M. polymorpha провели нокаут од-
ного из обнаруженных генов ‒ MpCPT7.37
(Mapoly0142s0037) ‒ и оценили фенотип нокау-
тированного растения. Показано, что нокаут толь-
ко одного гена не отражается на жизнеспособности
растения, а также на антимикробном потенциале
внутриклеточных метболитов M. polymorpha.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Биоинформатический поиск и анализ последова-

тельностей генов CPTs. Биоинформатический по-
иск последовательностей генов CPTs в геноме
растений M. polymorpha проводили с использова-
нием баз данных открытого доступа: marchantia.info,
www.phytozome.net, http://arabidopsis.org/. Множе-
ственное выравнивание белковых последователь-
ностей CPTs A. thaliana и M. polymorpha проводи-
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ли с использованием программного обеспечения
MUSCLE на платформе http://www.phylogeny.fr/.
Для построения дендрограмм использовали про-
граммное обеспечения PhyML на платформе
http://www.phylogeny.fr/.

Культивирование мхов. Асептические культуры
мхов M. polymorpha линии Takaragaike-1 (мужское
растение) и Takaragaike-2 (женское растение) вы-
ращивали на твердой питательной среде 50%
Gamborg’s B5 (GB5) без добавления витаминов.
Состав среды, г/л: KNO3 – 2.5, CaCl2∙2H2O – 0.15,
MgSO4∙7H2O – 0.25, (NH4)2SO4 – 0.134,
NaH2PO4∙H2O – 0.15, H3BO3 – 0.003, MnSO4∙H2O –
0.01, ZnSO4∙7H2O – 0.002, Ferric-EDTA – 0.043,
KI – 0.75 × 10‒3, Na2MoO4∙2H2O – 0.25 × 10‒3,
CuSO4∙5H2O – 0.025 × 10‒3, CoCl2∙6H2O – 0.025 ×
× 10‒3, pH 5.5. Условия роста растений: режим
освещения – 16 ч/8 ч день/ночь, температура
22°С/20°С, влажность 65%.

Культивирование бактерий. В работе использо-
вали штаммы бактерий Escherichia coli DH5α,
Agrobacterium tumefaciens GV2260 и Staphylococcus
aureus ATCC 25293. Бактерии растили на жидкой
или агаризованной питательных средах LB (Lysis
broth), г/л: триптон – 10, хлорид натрия – 5,
дрожжевой экстракт – 5. Агаризованная среда со-
держала 2% бактериального агара. Для культиви-
рования A. tumefaciens GV2260 в среду добавляли
антибиотик карбенициллин (100 мкг/мл), необ-
ходимый для стабильной репликации плазмиды-
помощника, несущей vir-гены (vir-helper plas-
mid). Штамм E. coli DH5α культивировали при
температуре 37°С, A. tumefaciens GV2260 – при
28°С, S. aureus ATCC 25293 – при 35°С.

Создание гетерологичных векторных конструк-
ций для редактирования генома M. polymorpha. Для
нокаутирования гена CPT M. polymorpha использо-
вали технологию CRISPR/Cas9 для редактирования
генома. Для создания конструкции CRISPR/Cas9 в
программе CRISPR 2.0 подбирали последователь-
ность одиночной направляющей РНК (sgРНК), со-
ответствующую целевому геномному участку, в
который необходимо внести мутацию. Кодирую-
щую sgРНК последовательность синтезировали с
добавлением сайтов рестрикции эндонуклеазы
BsaI. Полученные олигонуклеотидные последо-
вательности нагревали до 100°С и оставляли при

комнатной температуре для получения двухцепо-
чечной ДНК (дцДНК) с сайтами рестрикции по
типу “липких концов”; проводили ее клонирова-
ние в вектор pMpGE_En03 [17, 18] по сайту ре-
стрикции BsaI путем лигирования с использова-
нием Т4-лигазы. Далее проводили трансформа-
цию химически компетентных клеток E. coli
DH5α полученной плазмидой по стандартному
протоколу. Результаты клонирования подтвержда-
ли генотипированием и секвенированием с исполь-
зованием специфических праймеров (табл. 1).

Плазмидную ДНК выделяли с использовани-
ем набора GeneJET Plasmid Miniprep Kit (“Ther-
mo Fisher Scientific”, США) по протоколу произ-
водителя. Далее проводили субклонирование об-
ласти, содержащей последовательность sgРНК и
промотора, в бинарный вектор pMpGE011 (би-
нарный вектор для агробактериальной трансфор-
мации M. polymorpha, содержащий маркерный ген
устойчивости к хлорсульфурону (mALS) [17, 18])
по методу Gateway с использованием смеси фер-
ментов Clonase II и протокола производителя
(“Invitrogen”, США). Результаты клонирования
подтверждали генотипированием и секвенирова-
нием.

Бинарные векторы, содержащие вставки
sgРНК, трансформировали в клетки A. tumefaciens
GV2260 [19]. Результаты трансформации агробак-
терий подтверждали генотипированием.

Химически компетентные клетки A. tumefa-
ciens готовили по протоколу Höfgen & Willmitzer
[19] с модификациями. Ночную культуру A. tume-
faciens GV2260 (1 мл) инокулировали в 200 мл сре-
ды LB и инкубировали при 28°С до достижения
оптической плотности 0.5‒0.8 при длине волны
595 нм (OD595). Культуру охлаждали на льду в те-
чение 10 мин и осаждали клетки центрифугиро-
ванием при 5600 g в течение 10 мин при темпера-
туре 4°С. Осадок клеток ресуспензировали в 20 мл
ТЕ-буфера (10 мМ Tris, 1 мМ ЭДТА, pH 8.0) и
центрифугировали в условиях, указанных выше.
Осадок ресуспензировали в 20 мл ТЕ-буфера, со-
держащего 15% глицерина. Аликвоты бактери-
альной суспензии (300 мкл) переносили в микро-
пробирки, замораживали в жидком азоте и хра-
нили при ‒80°С.

Таблица 1. Праймеры, использованные в работе

Название праймера Последовательность, 5' → 3' Назначение

CPT37_1g_Fwd CTCGGTGGTGGACAGATGTGTG Синтез sgРНК
CPT37_1g_Rev AAACCACACATCTGTCCACCAC
CPT37_gt_F TACTATCTGGTGGCTGAAATGTC Генотипирование/получение ампликонов для секвениро-

вания и выявления мутаций у растений-трансформантовCPT_gt_R CTGGCTCATATCTGCACAACT
M13-Rev CAGGAAACAGCTATGAC Генотипирование векторных конструкций
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Трансформация растений M. polymorpha. Т-ДНК
интегрировали в геном растений M. polymorpha по
методу агробактериальной трансформации тал-
ломов с модификациями [20]. Выводковые почки
маршанции помещали в чашки Петри на среду
GB5 и растили в течение двух недель в стандарт-
ных условиях. Выросшие талломы разрезали на
4 фрагмента с отсечением апикальных частей и
переносили базальные фрагменты на среду GB5 c
добавлением 1% сахарозы. Растения инкубирова-
ли в течение двух суток при стандартных услови-
ях, после чего фрагменты переносили в колбы со
100 мл среды для трансформации М51С [21], в ко-
торую добавляли ацетосирингон до конечной
концентрации 100 мкМ и затем культуру агробак-
терий (ОD595 0.9‒1.0). Коинкубацию проводили
при перемешивании в стандартных для растений
условиях роста (режим освещения – 16 ч/8 ч
день/ночь, температура ‒ 22°С/20°С, влажность ‒
65%) в течение четырех суток, после чего талломы
растений отмывали от агробактериальных куль-
тур, используя для этого стерильную дистиллиро-
ванную воду (пятикратная отмывка). Селекцию
трансформантов проводили в чашках Петри на
среде 50% GB5 с добавлением хлорсульфурона
(0.5 мкМ) в течение 20 суток. Дополнительно в сре-
ду добавляли антибиотик цефотаксим (100 мкг/мл)
для подавления роста агробактерий. Прошедшие
селекцию ткани растений-трансформантов пере-
носили в отдельные чашки Петри с селективной
средой и проводили генотипирование и секвени-
рование фрагментов, соответствующих целевому
участку генома.

Выделение ДНК растений. ДНК из тканей расте-
ний-трансформантов для проведения генотипиро-
вания и секвенирования выделяли по стандартному
протоколу с использованием СТАВ-буфера [22] с
небольшой модификацией: для отделения водной
ДНК-содержащей фракции вместо смеси фе-
нол‒хлороформ‒изоамиловый спирт использова-
ния 100%-ный хлороформ.

Выделение растительных экстрактов. Экстрак-
цию метаболитов из тканей M. polymorpha проводи-
ли методом мацерации тканей с использованием
метанола в качестве растворителя. Ткани растений
собирали с поверхности среды, взвешивали и гомо-
генизировали путем замораживания и растирания в
жидком азоте. Полученный мелкодисперсный по-
рошок помещали в растворитель (80%-ный мета-
нол) в соотношении 0.9‒1.2 г ткани : 10 мл рас-
творителя. Мацерацию проводили на шейкере
при скорости вращения 130 об/мин в течение 24 ч
при комнатной температуре, исключая попада-
ние прямых лучей света на образец. Полученную
суспензию центрифугировали при 11200 g в тече-
ние 20 мин при 4°С и пропускали через фильтр с
размером пор 0.45 мкм. Полученные экстракты
высушивали в вакуумном центрифужном кон-

центраторе Concentrator Plus (“Eppendorf”, Гер-
мания) при комнатной температуре и взвешивали.

Непосредственно перед проведением анализа
антибактериальной активности высушенные об-
разцы растворяли в метаноле в конечной концен-
трации 100 мкг/мкл. Растворенные экстракты
(50 мкл/диск) наносили на стерильные целлю-
лозные диски (диаметр 5 мм). Диски высушивали
в ламинаре при комнатной температуре и храни-
ли в условиях, предотвращающих попадание пря-
мых лучей света.

Анализ антибактериальной активности с исполь-
зованием диско-диффузионного метода. Ингиби-
рование роста бактерий экстрактами тканей
M. polymorpha анализировали с помощью диско-
диффузионного метода в соответствии с CLSI
(Clinical and Laboratory Standards Institute;
www.clsi.org). Бактериальную тест-культуру, Staphy-
lococcus aureus ATCC 25923, вносили в 5 мл
0.7%-ного LB-агара в концентрации 1 × 107 КОЕ/мл
и распределяли по поверхности 2%-ного LB-ага-
ра в чашках Петри. На поверхность агара поме-
щали стерильные целлюлозные диски с расти-
тельными экстрактами (см. выше) и наносили на
каждый диск по 10 мкл DMSO ‒ для растворения
метаболитов. Чашки Петри инкубировали в тер-
мостате в течение 18 ч, после чего измеряли диа-
метр зоны ингибирования роста бактериальной
тест-культуры. В качестве контроля использова-
ли диски с нанесенным на них 80%-ным метано-
лом и 10 мкл DMSO. Для каждой линии растений
эксперимент проводили в трех повторах.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Поиск и анализ последовательностей 
цис-пренилтрансфераз M. polymorpha

Провели биоинформатический анализ генома
M. polymorpha с целью обнаружения генов, коди-
рующих CPTs, с использованием баз данных Ara-
bidopsis.org, marchantia.info и Phytozome. В каче-
стве референсных генов-гомологов использовали
последовательности девяти генов CPTs A. thali-
ana, AtCPT1‒AtCPT9 (рис. 1a, база данных Arabi-
dopsis.org; https://www.arabidopsis.org/servlets/
TairObject?id=135289&type=locus), участвующих
в синтезе полиизопренолов [8].

Обнаружено, что в геноме M. polymorpha со-
держится семь генов CPTs; причем шесть из них
идентифицированы в базе данных Phytozome и
marchantia.info как гены CPTs типа 7 (MpCPT7),
тогда как один ген – как ген СРТ типа 3 (MpCPT3).
Провели выравнивание аминокислотных после-
довательностей обнаруженных CPTs M. polymor-
pha и CPTs A. thaliana. Для белка MpCPT7.16 вы-
явлена гомология в 49.4% с AtCPT7. Невысокая
гомология с CPT типа 7 из A. thaliana, AtCPT7,
также обнаружена для трех из шести MpCPTs:
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MpCPT7.26 (ген Mapoly0121s0026) – 39.4%,
MpCPT7.37 (ген Mapoly0142s0037) – 43.5% и
MpCPT7.42 (ген Mapoly0142s0042) – 43.4%
(https://marchantia.info/, аннотации генов даны
по версии сборки генома Mp JGI3.1) (рис. 1а, б).
При построении дендрограммы показано, что в
гене, кодирующем MpCPT7, произошла дивер-
генция, в результате которой образовались две
ветви ферментов, одной из которых стал Mp-

CPT7.16. Вторая ветвь включает три фермента:
MpCPT7.26, MpCPT7.37 и MpCPT7.42, ‒ наибо-
лее близкие к AtCPT7 (рис. 1б). В свою очередь,
MpCPT7.25 (ген Mapoly0087s0025) и MpCPT7.48
(ген Mapoly0025s0048), также аннотированные
как MpCPT7, филогенетически близки белкам
AtCPT3 (рис. 1б).

При выравнивании аминокислотных последо-
вательностей идентифицированных белков CPTs

Рис. 1. Филогенетический анализ аминокислотных последовательностей цис-пренилтрансфераз растений. а ‒ Денд-
рограмма цис-пренилтрансфераз растения Arabidopsis thaliana (AtCPT). б ‒ Дендрограмма цис-пренилтрансфераз рас-
тений Arabidopsis thaliana и Marchantia polymorpha (MpCPT). Зеленым и красным цветом выделены филогенетически
близкие CPTs типа 7 A. thaliana и M. polymorpha.

AtCPT4

AtCPT5

AtCPT4

AtCPT5

AtCPT3

AtCPT9

AtCPT1

AtCPT8

AtCPT6

AtCPT7

AtCPT2

MpCPT3

MpCPT7.25

MpCPT7.48

MpCPT7.26

MpCPT7.42

MpCPT7.37

MpCPT7.16

AtCPT7

AtCPT3

AtCPT9

AtCPT8

AtCPT6

AtCPT1

AtCPT2

100

100

100

100

82

93

93

78 88

74

43

92

77

100
51

0

100

29 30

94

87

0.3

0.5

а

б



974

МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ  том 56  № 6  2022

ВАЛЕЕВА и др.

нами выявлено шесть консервативных областей,
характерных как для пренилтрансфераз A. thali-
ana, так и M. polymorpha (рис. S1, см. Дополни-
тельные материалы):

1) мотив MP(R/K/T/C)HVA(V/F/I/L)IMDGNRR-
(W/Y/F/I)AKххGL (77‒97 а.о.; здесь и далее х –
вариабельный остаток, нумерация аминокислот-
ных остатков приведена относительно последо-
вательности белка AtCPT7);

2) мотив GHххG (101‒106 а.о.);

3) мотив GIхххTхFAFSхDNWхRхххE(V/I/S/L)-
xxL(M/F)xLxxxxL (120‒153 а.о.);

4) мотив RxS(V/I)IGxxxxLP(E/K/D/A)xL 
(165–180 а.о.);

5) мотив YxGxx(D/E/K)(V/I/)(L/V/M/S)xA 
(204–214 а.о.);

6) мотив PDL(M/L/T/V/I)IRTSGEQR(V/L/I)-
SNF(F/L/M/A)(L/T)W(Q/E)LAYTELFF 
(250–278 а.о.).

Таким образом, в геноме M. polymorpha содер-
жится шесть генов, аннотированных как CPTs ти-
па 7, четыре из которых гомологичны CPT типа 7
A. thaliana, а два филогенетически ближе CPT ти-
па 3 A. thaliana. Также обнаружен один ген, коди-
рующий CPT типа 3.

Конструирование вектора для редактирования гена 
цис-пренилтрансферазы M. polymorpha

Для анализа функциональной роли CPTs типа
7 в клетках M. polymorpha и их влияния на рост,
развитие и формирование метаболома в геноме
растения провели нокаутирование одного из об-
наруженных генов – Mapoly0142s0037 (белок
MpCPT7.37). Для этого гена известно два гомо-
лога: Mapoly0121s0026 (белок MpCPT7.26), и
Mapoly0142s0042 (белок MpCPT7.42), ‒ что мож-
но расценивать как потенциальную функцио-
нальную дивергенцию.

Нокаутирование гена Mapoly0142s0037 (далее
MpCPT7.37) проводили с использованием систе-
мы CRISPR/Cas9 (рис. 2). Бинарную плазмиду,
несущую генетическую кассету CRISPR/Cas9 для
редактирования гена MpCPT7.37, получали на ос-
нове вектора pMpGE011 (рис. 3). Последователь-
ность ДНК, кодирующая sgРНК, была подобрана
c использованием программы CRISPR 2.0 в наи-
более близком расположении к старт-кодону гена
для получения растений-мутантов с поврежден-
ной инициацией транскрипции (табл. 1, рис. 2).

Олигонуклеотидную последовательность, ко-
дирующую sgРНК, клонировали под контроль
промотора малой ядерной РНК (snРНК) M. poly-
morpha MpU6-1pro в вектор pMpGE_En03, содер-
жащий в составе специфические последователь-
ности attL1 и attL2 для дальнейшего субклониро-
вания (рис. 3), и проводили трансформацию
полученных векторов в клетки E. coli DH5α. Нали-

Рис. 2. Последовательность гена Mapoly0142s0037 (белок MpCPT7.37) и целевой геномный участок для CRISPR/Cas9-
редактирования. CPT_gt_F и CPT_gt_R – праймеры для анализа наличия мутаций в гене MpCPT7.37 у растений-
трансформантов. Не выделенная цветом область гена – последовательности интронов. ATG и TGA – старт- и стоп-
кодоны гена.
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чие полноразмерной вставки sgРНК-cpt37 в полу-
ченных рекомбинантных векторах подтверждено
генотипированием и секвенированием (рис. 4).

Далее последовательность MpU6:sgРНК_cpt37
субклонировали в Т-ДНК-область бинарного
вектора pMPGE011, содержащей ген устойчиво-
сти к хлорсульфурону в качестве селективного
маркера для растений-трансформантов, и полу-
чили бинарный вектор pMpGE011_cpt37 (рис. 3).
Наличие полноразмерной вставки подтвердили
генотипированием (рис. 5). Бинарный вектор
pMpGE011_cpt37 трансформировали в клетки
A. tumefaciens GV2260 и получили агробактери-

альный штамм для последующей трансформации
растений.

Таким образом, нами сконструирована плаз-
мида pMpGE011_cpt37 для получения линий рас-
тений-мутантов M. polymorpha по гену MpCPT7.37
и получен штамм A. tumefaciens GV2260, несущий
данную плазмиду, для проведения трансформа-
ции растений.

Получение растений-нокаутов по гену MpCPT7.37

Полученный штамм A. tumefaciens GV2260, не-
сущий бинарную плазмиду pMGE011_cpt37, ис-

Рис. 3. Схема клонирования и получения рекомбинантного бинарного вектора для трансформации растений M. poly-
morpha. а ‒ Последовательность sgРНК к гену MpCPT7.37. б ‒ Схема вектора pMpGE_En03: MpU6-1pro – промотор
малой ядерной РНК M. polymorpha; attL1 и attL2 – области для гомологичной рекомбинации; sgРНК– направляющая
РНК системы CRISPR/Cas9 для гена MpCPT7.37; BsaI – сайт рестрикции. в ‒ Схема бинарного вектора pMpGE011:
MpEFpro – промотор M. polymorpha; П и Л – правая и левая границы области Т-ДНК; Cas9 – ген эндонуклеазы Cas9;
attR1, attR2 – области для гомологичной рекомбинации; Gateway – область рекомбинации; MpU6-1pro::sgРНК – по-
следовательность направляющей РНК, комплементарной таргетному участку в нокаутируемом гене, под контролем
промотора MpU6-1pro; mALS – ген устойчивости к хлорсульфурону. Нижняя часть рисунка модифицирована из ра-
боты Sugano S.S. с соавт. [18, лицензия Creative Commons Attribution License].
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пользовали для проведения трансформации рас-
тений M. polymorpha Tak-1 и получения линий с
нокаутированным геном MpCPT7.37. В результате
агробактериальной трансформации получено 9
индивидуальных линий растений-трансформан-
тов. Путем секвенирования фрагментов ДНК ам-
пликонов, содержащих последовательность sgРНК,
показано наличие мутаций у четырех индивидуаль-

ных растений M. polymorpha (см. Дополнительные
материалы, рис. S2‒S5).

В результате получены линии растений с различ-
ными мутациями в последовательности целевого
участка гена, которые обусловлены репарацией
двунитевых разрывов, вносимых CRISPR/Cas9 си-
стемой по механизму негомологичного соедине-
ния концов (NHEJ, non-homologous end joining)
(табл. 2). В целевом гене растения-нокаута № 1
выявлена делеция GA, затрагивающая инициа-
торный кодон (ATG) мРНК MpCPT7.37: 5'-GTG-
GTGGACAgaTGTGTG-3', ‒ что приводит к сдви-
гу рамки считывания и, как следствие, к нокауту ге-
на (см. Дополнительные материалы, рис. S2). В
линии растений-нокаутов № 2 обнаружена 15-нук-
леотидная делеция в гене MpCPT7.37: 5'-GTGT-
GAGGCTCAGAT-3' (23‒37 п.н.) (см. Дополни-
тельные материалы, рис. S3). Эта делеция не приво-
дит к сдвигу рамки считывания, но в продукте
трансляции отсутствовала аминокислотная после-
довательность RCVRL (7‒11 а.о.). В гене MpCPT7.37
растений-нокаутов № 5 обнаружена вставка тими-
на: 5'-GTGGTGGACAGATGTTGTG-3', ‒ которая
тоже приводит к сдвигу рамки считывания (Допол-
нительные материалы, рис. S4). В гене MpCPT7.37
растения-нокаута № 9 обнаружена делеция нуклео-
тида G в инициаторном кодоне: 5'-GTGGTGGA-
CAGATgTGTG-3' (см. Дополнительные материалы,
рис. S5). Все полученные линии растений имели
мутации по типу вставки-делеции, что могло при-
водить к нарушению экспрессии гена MpCPT7.37 в
растениях и к продукции белка с измененной
аминокислотной последовательностью.

При изучении морфологии нокаутированных
растений установлено, что все они жизнеспособ-
ны, морфологически не отличаются от растений
дикого типа, а также формируют ризоиды и обра-
зуют выводковые почки (рис. 6).

Изучение антибактериальной активности 
экстрактов мутантных линий M. polymorpha
Нами проанализирована антибактериальная

активность экстрактов тканей растений M. poly-
morpha дикого типа (Tak-1 и Tak-2) и нокаутов
KO1, KO2, KO5 по отношению к тест-культуре
бактерий грамположительного морфотипа S. au-

Рис. 4. Генотипирование колоний-трансформантов
на наличие плазмиды pMpGE_En03 с интегрирован-
ной вставкой sgРНК. Искомый размер ПЦР-продук-
та – 500 п.н. М – маркер длины ДНК. Стрелками по-
казаны положительные клоны.

M 1 2 3 4 5 6 7 8

750 п.н.
500 п.н.

Рис. 5. Генотипирование колоний-трансформантов
на наличие плазмиды pMpGE_011 с интегрированной
вставкой MpU6-pro::sgРНК. Искомый размер ПЦР-
продукта – около 750 п.н. М – маркер длины ДНК.
Стрелкой показан положительный клон.

M 1 2 3 4 5

750 п.н.
500 п.н.

Таблица 2. Растения M. polymorpha Tak-1, мутантные по гену MpCPT7.37

aПоследовательность, кодирующая инициаторный кодон мРНК, выделена подчеркиванием; строчными буквами обозначе-
ны делеции; жирным шрифтом ‒ вставка нуклеотида.

Линия растений Мутацияa

KO1 Делеция GA: 5'-GTGGTGGACAgaTGTGTG-3'
KO2 Делеция: 5'-gtgtgaggctcagat-3' (23‒37 п.н. )
KO5 Вставка Т: 5'-GTGGTGGACAGATGTTTGTG-3'
KO9 Делеция G: 5'-GTGGTGGACAGATgTGTG-3'
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reus ATСC 25293. Антибактериальная активность
выявлена как для растений дикого типа, так и но-
каутов (рис. 7).

Средние значения зон ингибирования роста
бактерий образцами экстрактов из тканей линий
КО1 и КО2 превышали показания для экстрактов
растений дикого типа, хотя статистической раз-
ницы не обнаружено (рис. 7б). Линия КО5 прояв-
ляла наиболее высокую антибактериальную ак-
тивность (p ≤ 0.01) среди всех проанализирован-
ных растений (рис. 7б). Не исключено, что это
обусловлено или индивидуальными особенно-
стями растения, или возможными нетаргетными
мутациями в его геноме, произошедшими под

действием CRISPR/Cas9. На основании получен-
ных результатов мы предполагаем, что нокаут ге-
на MpCPT7.37 не оказывает значимого влияния
на пул вторичных метаболитов, обладающих ан-
тибактериальной активностью по отношению к
грамположительным бактериям.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Изучение вторичных метаболитов растений и

путей их синтеза относится к направлениям, име-
ющим как фундаментальное, так и прикладное
значение. Одна из малоисследованных групп вто-
ричных метаболитов растений, в частности брио-
фитов, ‒ полиизопренолы, а основный фермент,

Рис. 6. Растения M. polymorpha. Tak-1, Tak-2 – дикий тип, мужское и женское растение соответственно. КО1, КО2,
КО5, КО9 – линии растений-нокаутов по гену MpCPT7.37.

1 cм 1 cм

1 cм 1 cм

1 cм 1 cм

Tak-1 Tak-2

KO1 KO2

KO5 KO9
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ответственный за их синтез, ‒ цис-пренилтранс-
фераза.

Геном M. polymorpha содержит семь генов
цис-пренилтрансфераз

В отличие от клеток животных для растений
характерно наличие множества генов CPTs, груп-
пируемых в семейства, что связано с дупликацией
генов и геномов в ходе эволюции. Так, у томата

(Solanum lycopersicum) обнаружено 7 генов CPTs
(SlCPT1‒SlCPT7), у тропического растения гевеи
(Hevea brasiliensis) – два гена (HPT1 и HPT2), у
одуванчика (Taraxacum kok-saghyz) – три гена
(TkCPT1–TkCPT3), в геноме лилии (Lilium
longiflorum) ‒ только один (LAA66) [11]. Дуплика-
ции участков генов и полногеномные дупликации,
приводящие к неофункционализации, вносят ос-
новной вклад в метаболическое разнообразие рас-
тений. Известно, что дупликация генов чаще встре-

Рис. 7. Антибактериальная активность экстрактов тканей M. polymorpha по отношению к штамму S. aureus ATCC 25293.
а ‒ Рост культур; б ‒ диаметр зоны ингибирования роста бактерий. Т1, Т2 – дикий тип M. polymorpha, линии Tak-1 и
Tak-2 соответственно. 1 ‒ КО1, 2 ‒ КО2, 5 ‒ КО5 – линии растений-нокаутов. К – отрицательный контроль (диск с
метанолом). **p ≤ 0.01.
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чается именно в царстве растений. Скорее всего,
это связано с прикрепленным образом жизни и
необходимостью быстро адаптироваться к изме-
нениям окружающей среды. Также дупликация
и кластеризация генов в основном связана со
вторичным метаболизмом, хотя появление изо-
форм можно наблюдать и для ферментов пер-
вичного метаболизма [1].

Геном модельного растения A. thaliana содер-
жит 9 генов CPTs (AtCPT1‒AtCPT9), экспрессия
которых тканеспецифична [8]. Проведенный на-
ми биоинформатический анализ генома M. poly-
morpha позволил идентифицировать 7 генов, го-
мологичных генам CPTs A. thaliana. Шесть генов ан-
нотированы как гены CPTs типа 7 соответственно
гомологии с AtCPT7 A. thaliana. При выравнивании
аминокислотных последовательностей нами пока-
зано, что филогенетически близки AtCPT7 белки
MpCPT7.26, MpCPT7.37 и MpCPT7.42. Гены двух
других ферментов: MpCPT7.25 (Mapoly0087s0025) и
MpCPT7.48 (Mapoly0025s0048) ‒ имели более вы-
сокую гомологию с генами A. thaliana CPTs типа 3
(AtCPT3), чем типа 7 (AtCPT7). На основании
высокой гомологии идентифицированных Mp-
CPTs только с AtCPT3 и AtCPT7 логично предпо-
ложить, что эти два типа CPTs филогенетически
наиболее древние у наземных растений и в про-
цессе эволюции могли дивергировать в другие се-
мейства. Вероятно, большое разнообразие CPTs
необходимо растениям для синтеза полиизо-
пренолов не только различной длины, но и раз-
личной внутриклеточной локализации, что, в
свою очередь, может быть связано со специ-
фичными функциями полиизопренолов разной
длины [8, 23].

Известно, что CPT3 и CPT7 характеризуются
конститутивной экспрессией в большинстве тка-
ней растений. В A. thaliana AtСРТ7 и AtСРТ3 ло-
кализуются соответственно в мембранах хлоро-
пластов и цитозоле клеток. Локализация AtCPT7
в тилакоидах пластид A. thaliana объясняет широ-
кое распространение этого белка в тканях расте-
ний. CPTs типа 7 участвуют в синтезе полипрено-
лов, причем AtCPTs других семейств (цитозоль-
ные и митохондриальные) также синтезируют
полипренолы [8]. В A. thaliana функциональная
активность AtCPT3 зависит от другого белка –
LEW1: их гетеромер катализирует синтез долихо-
лов. Обнаружено, что мутация в гене белка LEW1
приводит к снижению содержания долихолов в
тканях A. thaliana на 85% [8, 24]. Скорее всего, в
M. polymorpha не только MpCPT3, гомологичный
AtCPT3, но и MpCPT7.25 и MpCPT7.48 могут
принимать участие в синтезе долихолов.

Отсутствие в M. polymorpha генов других типов
CPTs, имеющихся в геноме A. thaliana, может
быть обусловлено тем, что различные MpCPTs
типа 7 синтезируют полиизопренолы разной дли-

ны, как в A. thaliana это делают CPTs нескольких
семейств. Возможно, что в растении M. polymo-
prha, как представителе бриофитов [25], имею-
щих более простое строение, чем A. thaliana,
MpCPT7 и MpCPT3 взаимозаменяемы или функ-
ционально вырождены.

Стоит заметить, что наличие трех высокогомо-
логичных генов у M. polymorpha (MpCPT7.26,
MpCPT7.37 и MpCPT7.42) нехарактерно для
бриофитов, так как геномы растений этой группы
неизбыточны в отличие от сосудистых растений.
Так, при анализе генома M. polymorpha установле-
но, что он не подвергался дупликации [25]. Тем
не менее вероятны локальные дупликации, кото-
рые привели к появлению нескольких гомоло-
гичных генов CPTs у M. polymorpha.

Кроме того, при анализе аминокислотных по-
следовательностей нами показано, что в структу-
ре AtCPTs и MpCPTs присутствует шесть высоко-
консервативных областей, что также подтвержда-
ет высокую консервативность CPTs. Kharel и
Koyama [26] идентифицировали консервативные
последовательности в структуре CPTs, характер-
ные как для эукариот, так и прокариот. В после-
довательностях CPTs из бактерий: Micobacterium
tuberculosis, Micrococcus luteus, E. coli, Haemofilus in-
fluenza, Streptococcus pneumoniae ‒ и из архей Sul-
folobus acidocaldarius картировано 5 консерва-
тивных регионов, присутствующих в CPTs
A. thaliana. В структурах MpCPTs и AtCPTs, кро-
ме этих пяти консервативных областей, обнару-
жен еще один общий участок ‒ между четвертым
и пятым (Дополнительные материалы, рис. S1),
идентифицированными Kharel & Koyama [26].
Кроме того, по сравнению с последовательностями
CPTs бактерий и архей, в белках растений мотив
YxGxx(D/E/K)(V/I/)(L/V/M/S)xA (204–214 а.о.)
отличается большей вариабельностью.

Потеря функциональной активности MpCPT7.37 
не влияет на жизнеспособность растения

Данные по исследованиям функций CPTs
бриофитов отсутствуют. В геноме M. polymorpha
нами обнаружено семь генов MpCPTs, гомоло-
гичных генам AtCPT7 и AtCPT3 A. thaliana. Мы
провели нокаут одного из генов MpCPT7 и про-
анализировали его влияние на рост и развитие
растений. С использованием системы редактиро-
вания генома CRISPR/Cas9 получено четыре ин-
дивидуальные линии растений-нокаутов по гену
MpCPT7.37 с различными мутациями. В трех ли-
ниях растений-мутантов (КО1, КО5 и КО9) обна-
ружен сдвиг рамки считывания, что может приво-
дить к полному “выключению” экспрессии
MpCPT7.37 и к появлению преждевременных
стоп-кодонов. В растениях линии КО2 идентифи-
цирована 15-членная делеция в гене MpCPT7.37,
которая приводит к изменению первичной струк-
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туры продукта трансляции: отсутствию пептида
CVRLR. Этот мотив не входит в высококонсерва-
тивные участки CPTs, но его отсутствие может
влиять на посттрансляционную укладку белка и
формирование его функционально активной
формы.

Для всех трех линий мутантных растений
(КО1, КО5, КО9), несмотря на нокаут гена
Mp CPT7.37, выявлено, что их фенотип близок та-
ковому для дикого типа. Они формировали дор-
со-вентральный дихотомически ветвящийся тал-
лом, образовывали ризоиды и давали выводковые
почки. Морфологических дефектов в развитии
растений-мутантов не обнаружено. На основа-
нии данных проведенного нами биоинформати-
ческого анализа генов MpCPTs можно предполо-
жить, что отсутствие морфологических измене-
ний и сохранение жизнеспособности растений
обусловлено компенсацией функций MpCPT7.37
двумя другими CPTs типа 7 – MpCPT7.26 и
MpCPT7.42.

В большинстве случаев нокаут генов CPTs у
растений приводит не к морфологическим изме-
нениям, а к изменениям в содержании полиизо-
пренолов. Показано, что при инактивировании
гена AtCPT7 в A. thaliana снижается содержание
полипренолов С45‒С55 в мембранах тилакоидов
[12]. Это приводит к повышению проницаемости
мембран и снижению активности электронтранс-
портной цепи; при этом растения-мутанты сохра-
няли жизнеспособность. Растения, мутантные по
гену AtCPT6, накапливали меньше долихолов С35
и короткоцепочечных долихолов [27]. При изуче-
нии роли AtCPT1 показано, что в растениях
A. thaliana, нокаутированных по гену AtCPT1,
снижено содержание долихолов c длиной угле-
родной цепи от 18 до 23 [11]. Несмотря на то, что
в большинстве случаев “выключение” генов, ко-
дирующих AtCPTs, приводило к изменению в со-
держании полиизопренолов в мутантных расте-
ниях A. thaliana, а для мутантов по гену AtCPT1 на-
блюдали сильную задержку роста и развитие
укороченных корней [11]. По-видимому, CPTs
могут влиять на рост и развитие растений, хотя
изменения или некритичны, или, как в случае с
M. polymorpha, компенсируются за счет функций
гомологичных белков.

Мутации в гене MpCPT7.37 не влияют 
на антибактериальную активность 

экстрактов M. polymorpha
Вторичные метаболиты растений обладают

большим потенциалом в качестве биологически
активных соединений для промышленности и
фармакологии. Например, длинноцепочечные
соединения изопреноидной природы могут быть
использованы в качестве антибактериальных и
противоопухолевых препаратов. Так, показано,

что комплекс полипренолов из хвои сосны Picea
abies L. и сосны Pinus sylvestris L. оказывает анти-
канцерогенный эффект в отношении простати-
ческой интраэпителиальной неоплазии и рака
предстательной железы у крыс [28]. Полиизопре-
нолы Gingko biloba обладают антибактериальной
активностью по отношению к E. coli и S. aureus, а
также цитотоксическим действием на линии ра-
ковых клеток A549 и HepG2 [10]. Для полипрено-
лов и долихолов, экстрагированных из листьев
мангровых деревьев, выявлена антибактериальная
активность по отношению к E. coli и S. aureus [29].
Долихолы из мангровых деревьев Ceriops tagal и Rhi-
zophora mucronata также проявляли противоопу-
холевую активность [30].

Мы провели первичный анализ антибактери-
альной активности общего пула внутриклеточ-
ных метаболитов растений M. polymorpha дикого
типа и мутантов по гену MpCPT7.37 и показали,
что экстракты тканей всех линий ингибируют
рост бактерий S. aureus, причем сходным обра-
зом. Только для одного растения, КО5 ‒ с деле-
цией в гене MpCPT7.37, ‒ зарегистрировано зна-
чимое повышению антибактериальной активности
экстракта. Нельзя исключить, что этот эффект обу-
словлен нетаргетной мутацией, появление которой
возможно при редактировании генома растений с
использованием системы CRISPR/Cas9 [31]. Кро-
ме того, различия в антибактериальной активно-
сти между линиями растений могут быть связаны
с индивидуальными особенностями конкретного
растения и вызваны в том числе спонтанными му-
тациями. Так, у растений A. thaliana мутации накап-
ливаются из поколения в поколение [32, 33].

Полученные нами данные по идентификации
генов CPTs в M. polymorpha ‒ первый и важный
шаг в изучении этих ферментов в бриофитах.
Дальнейшие исследования в этой области позво-
лят лучше понять пути эволюции, а также роль
цис-пренилтрансфераз в росте и развитии расте-
ний и их устойчивости к абиотическому и биоти-
ческому стрессу. Кроме того, глубокие знания о
ферментах, участвующих в синтезе полиизопре-
нолов, необходимы для понимания метаболизма
последних и разработки способов их получения.
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cis-Prenyltransferases of Marchantia polymorpha: Phylogenetic Analysis
and Perspectives for Use as Regulators of Antimicrobial Agents’ Synthesis
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The synthesis of secondary metabolites plays one of the central roles in the survival of plants and their resis-
tance to biotic and abiotic stress. Nevertheless, fundamental and applied studies of plant secondary metabo-
lites, polyisoprenols, remain less developed. However, a wide distribution of polyisoprenols in plants shows
their important role in cellular metabolism. Plant polyisoprenols are synthesized by cis-prenyltransferases
(CPTs), the study of which is necessary to understand the synthesis pathways, localization, and functions of
plant polyisoprenols. Bryophytes, including liverwort Marchantia polymorpha, are a unique group of plants
with great potential for the study of CPTs. We analyszed the genome of M. polymorpha and identified seven
CPTs genes homologous to AtCPT7 and AtCPT3 genes of Arabidopsis thaliana, which involved in the synthe-
sis of polyisoprenols. Four individual lines of M. polymorpha plants with mutations in MpCPT7.37 gene were
obtained. It was shown that in three lines the mutation led to a translational frameshift and gene knockout.
However, knockout of only the type 7 of CPTs had no effect on plant growth and survival. Analysis of the an-
tibacterial activity of mutant plant tissue extracts did not reveal significant changes compared to wild-type tis-
sue extracts that could be related to a compensatory effect of the activity of other CPTs. These data give us
the necessary base for the further studies of bryophyte CPTs and their products.

Ключевые слова: cis-prenyltransferases, polyisoprenols, bryophytes, Marchantia polymorpha, secondary
metabolites, antibacterial activity, CRISPR/Cas9
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Трансгенез ‒ важный и зачастую необходимый метод для изучения многих процессов жизнедея-
тельности животных. Чтобы создать линии трансгенных животных, необходимы подходящие мо-
дельные организмы, которые имели бы полезные особенности для эффективного и доступного
трансгенеза. В обзоре охарактеризованы существующие модельные организмы различных таксонов
червей, для которых показан эффективный метод трансгенеза. Особое внимание уделено плоским
червям, в частности Macrostomum lignano – как перспективному модельному организму для изуче-
ния процессов старения, регенерации и канцерогенеза.

Ключевые слова: плоские черви, Macrostomum lignano, трансгенез, модельные организмы, транспозоны
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ВВЕДЕНИЕ
Для изучения функции генов в ходе онкогене-

за, регенерации, старения, заболеваний и визуа-
лизации тканей и органов часто используют
трансгенных животных, несущих в своем геноме
искусственно введенные генные конструкции
[1–9]. Такие трансгены позволяют локализиро-
вать клетки, в которых экспрессируются интере-
сующие гены, а также вносить функциональные
изменения в работу клеток [10]. Выбор оптималь-
ных модельных организмов ‒ важный, возможно,
ключевой момент в создании трансгенных жи-
вотных для подобных исследований. Очевидно,
что для медицины желательно использовать фи-
зиологически наиболее приближенные к челове-
ку модельные организмы (такие как мыши, овцы,
обезьяны и другие млекопитающие), однако да-
леко не всегда разумно использовать именно их
[11]. Затраты на содержание, время смены поко-
лений и скорость развития не позволяют быстро
и доступно изучать многие процессы, связанные
со старением и развитием тканей на примере мле-
копитающих [5, 10]. Более того, изучение регене-
рации, а также многих других процессов на
моделях млекопитающих и других позвоночных
весьма ограничено.

При выборе подходящих трансгенных канди-
датов стоит искать модельные организмы, кото-
рые удовлетворяли бы следующим требованиям:
1) относительная простота содержания и поддер-

жания культур животных; 2) возможность разра-
ботки эффективного и воспроизводящегося ме-
тода получения трансгенных линий; 3) быстрая
скорость роста и развития до половозрелого со-
стояния, быстрая смена поколений; 4) наличие
полногеномной сборки.

Стоит отметить, что получение трансгенных
линий напрямую зависит от возможности и до-
ступности микроинъекций или других методов
создания трансгенных линий. Еще одно важное
достоинство ‒ простота проверки встройки
трансгена, так как процент успешного трансге-
неза редко достигает больших значений. Таким
образом, простой скрининг, например исполь-
зование флуоресцентных белков при прозрач-
ном теле модельного организма, будет большим
преимуществом [2, 12]. Дополнительным пре-
имуществом для любого модельного организма
будет возможность применения методов редак-
тирования генома, например с помощью системы
CRISPR-Cas9, которая получила широкое рас-
пространение в последние годы благодаря эф-
фективности и доступности [13].

Очевидно, что наибольшую скорость роста и
развития, а также смены поколений стоит искать
среди видов беспозвоночных. Как правило, чем
проще устроен организм, тем его легче содержать
и тем быстрее происходит смена поколений. Кро-
ме того, для работы с большинством беспозво-
ночных видов не требуется соблюдения специ-
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альных этических норм, что облегчает работу с
ними [14]. Однако модельный организм должен
обладать достаточной высокой степенью органи-
зации, чтобы на нем можно было изучать интере-
сующие процессы. Учитывая все вышеперечис-
ленное, логично заключить, что модельные орга-
низмы, удовлетворяющие данным требованиям,
стоит искать среди различных таксонов червей.

ТРАНСГЕНЕЗ В ЧЕРВЯХ ‒ 
МОДЕЛЬНЫХ ОРГАНИЗМАХ

Среди беспозвоночных существует широкий
спектр модельных организмов, однако далеко не
для всех успешно созданы трансгенные линии [2,
4, 7, 8, 12, 15]. При изучении процессов старения,
регенерации и прочих связанных с ними меха-
низмов имеет смысл искать модели среди червей
различных групп. Одним из самых успешных и
известных примеров является Caenorhabditis ele-
gans [15, 16]. Интерес представляют также Hofste-
nia miamia [12] и плоские черви [2, 7, 8]. В табл. 1
приведены основные характеристики наиболее
известных модельных объектов среди червей.

Caenorhabditis elegans

C. elegans уже долгие годы служит популярным
модельным организмом для изучения регенера-
ции и старения, а также многих других процессов.
Метод трансгенеза показан для данного круглого
червя [16], также разработан эффективный про-
токол микроинъекций для создания трансгенных
линий [17]. Более того, для C. elegans получены
эффективные методы редактирования генома с
помощью системы CRISPR-Cas9 [18]. Таким об-

разом, как модель C. elegans привлекательна тем,
что позволяет использовать обширный спектр
различных методов манипуляции с геномом.

Взрослый червь имеет размер всего около 1 мм
и является самооплодотворяющимся гермафро-
дитом. C. elegans достигает половозрелости через
2.5‒4 суток после вылупления из яйца и живет
примерно 18‒20 суток при температуре 20°C [19].
Благодаря небольшому размеру и неприхотливости
в пище C. elegans достаточно прост в содержании и
разведении в больших количествах (~250 червей за
несколько дней). Более того, этот круглый червь
обладает высокой степенью генной гомологии с
человеком (60‒80%), что позволяет использовать
его в качестве модели для тестирования многих
лекарств [5]. Благодаря большому интересу ис-
следователей к C. elegans в последние десятиле-
тия, полностью собран его геном и разработаны
многие молекулярно-биологические методы для
его изучения, такие как трансгенез, РНК-интер-
ференция и нокаут генов [20]. Быстрое развитие и
размножение C. elegans позволяет использовать
этот вид как хорошую модель для скрининга пре-
паратов, направленных на замедление старения, а
также для изучения старения в целом [21]. Так,
например, Machino с соавт. [22] показали, что ли-
ния C. elegans, несущая трансген бета-амилоида
1–42 (Aβ) человека под контролем нейронспеци-
фичного промотора, приводит к снижению локо-
моции червей в восемь раз, и это согласуется с
данными, полученными при наблюдении паци-
ентов с болезнью Альцгеймера. В другой работе,
Sonowal с соавт., установлено, что индол-3-
карбоксальдегид и индолуксусная кислота могут
увеличивать продолжительность жизни C. elegans.
Эти соединения также эффективны в отношении

Таблица 1. Характеристики различных видов червей, которые важны при создании трансгенных линий для изу-
чения старения, регенерации и канцерогенеза

Характеристики

Вид/тип

Caenorhabditis 
elegans/

Nematoda

Hofstenia miamia/
Xenacoelomorpha

Schmidtea 
mediterranea/

Platyhelminthes

Girardia tigrina/
Platyhelminthes

Macrostomum 
lignano/

Platyhelminthes

Одноклеточные оплодо-
творенные яйца

+ + – – +

Размер тела, мм 1 2‒2.5 20 5‒10 0.9
Прозрачность тела + + –/+ –/+ +
Время достижения поло-
возрелости, сутки

2.5‒4 40‒60 170‒180 170-180 15‒30

Высокая способность к 
регенерации

+ + + + +

Наличие геномной сборки + + + + +
Продолжительность жизни 18‒20 суток Не установлена ~3 года ~3 года 2‒3 года
Наличие необластов – + + + +
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дрозофилы и мышей, что позволяет говорить о
потенциальном использовании об их в качестве
кандидатов для создания лекарств, способствую-
щих увеличению продолжительности жизни [23].

Таким образом, неудивительно, что C. elegans
давно зарекомендовал себя как хороший модель-
ный объект для изучения регенерации и старе-
ния, а также для первичного скрининга лекарств.
Однако стоит отметить, что у C. elegans нет не-
областов ‒ стволовых клеток, опосредующих ре-
генерацию, ‒ поэтому изучение регенерации и
восстановления частей тела на этих червях огра-
ничено [24].

Hofstenia miamia

В отличие от C. elegans, Hofstenia miamia лишь
недавно предложен как модельный организм для
изучения стволовых клеток, регенерации и разви-
тия. Однако этот вид имеет большой потенциал в
таких исследованиях. В статье Ricci с соавт. [12]
представлен эксперимент по успешному созда-
нию трансгенных линий турбеллярии H. miamia
методом микроинъекций плазмид, несущих
трансген. Также авторами установлена возмож-
ность редактирования генома с помощью систе-
мы CRISPR-Cas9 путем микроинъекции белка
Cas9 и соответствующей гидовой РНК. H. miamia ‒
представитель типа Xenacoelomorpha, базальный
таксон билатеральных животных [25], относится
к более древнему виду, чем большинство червей-
моделей. Эти черви способены к регенерации
всего тела с помощью популяции стволовых кле-
ток – необластов, что позволяет использовать их
как модель для изучения регенерации. H. miamia об-
ладает прозрачным телом, что дает возможность
использовать флуоресцентные белки для монито-
ринга встройки трансгенов, а также визуализации
различных органов и тканей [12].

H. miamia имеет значительно более длинный
жизненный цикл, чем C. elegans: червь становится
взрослым примерно через два месяца после от-
кладывания яйца. Данная особенность может
быть полезна для изучения ранних стадий разви-
тия червя, однако относительно медленная смена
поколений делает создание трансгенных линий
затруднительным. В случае, когда трансген ока-
зывает влияние на поздние стадии развития чер-
вя, необходимо ждать около двух месяцев для
проверки влияния трансгена, что удлиняет время
эксперимента [26]. Также определенные неудоб-
ства для трансгенеза вызывает отсутствие воз-
можности искусственно индуцировать откладку
яиц, что приводит к необходимости собирать
оплодотворенные яйца в течение дня перед
каждым раундом микроинъекций. Более того,
некоторые участки генома имеют очень низкий
GC- состав, что затрудняет картирование

трансгена в случае, если встройка происходит в
такие районы [12].

Таким образом, H. miamia – молодой модель-
ный организм с достаточным потенциалом для
изучения регенерации частей тела, а также про-
цессов, запускаемых при образовании ран и по-
вреждении тканей.

ПЛОСКИЕ ЧЕРВИ

В последние десятилетия растет интерес к так-
сону плоских червей как к новому типу модель-
ных организмов. Наличие специальных клеток –
необластов – позволяет плоским червям восста-
навливать части тела после значительных повре-
ждений, что делает их подходящими объектами
для изучение важных процессов, таких как реге-
нерация и старение [27]. Несмотря на то, что для
большинства плоских червей-моделей не разрабо-
тан протокол геномного редактирования, больших
успехов в этом достигли Sankaranarayanan с соавт.
[28]. Они показали возможность создания боль-
ших делеций с помощью системы CRISPR-Cas9 в
геноме плоского червя Schistosoma mansoni, отно-
сящегося к паразитам животных и человека. Дан-
ный факт говорит о том, что для плоских червей,
в целом, есть возможность редактирования гено-
ма с помощью современных, эффективных систем.
В последние годы многими исследователями пред-
ложены различные виды плоских червей в качестве
модельных организмов: Schmidtea mediterranea, Gi-
rardia tigrina и Macrostomum lignano [2, 7, 8].

Schmidtea mediterranea

S. mediterranea ‒ свободноживущий плоский
червь, который способен размножаться как асек-
суально, так и половым способом. Этот червь
имеет размеры около 2 мм и неприхотлив в содер-
жании [29]. Невероятная способность к регенера-
ции благодаря необластам сделала S. mediterranea
одним их основных модельных организмов для
изучения регенерации и восстановления органов и
тканей. Несмотря на длительное время изучения,
для S. mediterranea не разработано эффективного и
простого механизма трансгенеза [8]. Создание
трансгенных линий S. mediterranea осложнено мно-
гими факторами, такими как неэффективная до-
ставка генетического материала в клетки, непро-
зрачное тело и отсутствие доступных стабильных
линий, способных размножаться половым путем.
Бóльшая часть линий планарий размножаются
исключительно бесполым путем при разделении
червя на части с последующей регенерацией [30].
Однако, даже при наличии линии, размножаю-
щейся половым путем, обычный метод микро-
инъекций для доставки трансгена весьма затруд-
нителен, так как планарии откладывают капсулы
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с яйцами, в которых зиготы распределены среди
большого количества клеток желтка [29, 31].

Ближе всего к решению данных проблем подо-
шли Hall с соавт. [8], создав набор методов, осно-
ванных на транфекции мРНК, кодирующей на-
нолюциферазу в соматических клетках червя, что
позволило им измерять уровень экспрессии белка
методами спектро- и микроскопии. Проблемы до-
ставки мРНК решены с использованием нанотру-
бок из оксида алюминия и химического реагента
для трансфекции. Из трех протестированных реа-
гентов – Lipofectamine 3000, Trans-IT и Viromer –
выбран последний, как наиболее эффективный по
силе получаемого сигнала. Также решена пробле-
ма аутофлуоресценции червя, что позволило Hall
с соавт. визуализировать клетки S. mediterranea, в
которых происходила экспрессия репортерного
белка. С этой целью ими исследована нанолюци-
фераза Nluc, полученная из креветки Oplophorus
gracilirostris, которая дает сигнал, на порядок
превышающий свечение других люцифераз [32].
Использование такой люциферазы позволяет
регистрировать даже слабый сигнал экспрессии
белка [8].

S. mediterranea была и будет значимым модель-
ным организмом для изучения регенерации, од-
нако использование трансгенов для изучения ре-
генерации все еще остается невозможным. Со-
здание и поддержание трансгенных линий также
затруднено длительным периодом развития этого
червя до взрослого состояния – около полугода.
Таким образом, в случае S. mediterranea возникает
та же проблема, что и для H. miamia, при исполь-
зовании в исследованиях, связанных со сменой
поколений, хотя ее можно обойти путем создания
множества трансгенных линий в короткие сроки.

Girardia tigrina
Girardia tigrina, также как и S. mediterranea,

представитель семейства Dugesiidae, имеют мно-
жество особенностей, приведенных в табл. 1 [33].
Задолго до экспериментов по созданию транс-
генных линий S. mediterranea, проведенных Hall
с соавт. [8], показано успешное создание транс-
генных линий G. tigrina методом микроинъекции
транспозонных векторов в полость кишечника и
паренхиму с последующей электропорацией.
González-Estévez и соавт. [7] тестировали три раз-
ных транспозона в качестве возможных векторов
для встройки гена флуоресцентного белка EGFP
под контролем промотора P3, который работает в
фоторецепторных клетках. Так как G. tigrina не
обладает прозрачным телом, авторы выбрали гла-
за как орган, в котором флуоресценцию относи-
тельно легко регистрировать по сравнению с
остальным телом. После микроинъекции и элек-
тропорации получены черви с мозаичным типом
трансгенных вставок, что не соответствует пол-

ноценной трансгенной линии. Однако мозаич-
ность присутствовала даже после нескольких
циклов разделения и регенерации, что говорит об
устойчивом наследовании необластов в ряду поко-
лений. Кроме того, авторы получили гомогенные
линии из этих мозаичных линий путем регенерации
необластов, несущих трансген [7]. Из трех исполь-
зованных векторов наилучшие результаты были
получены для транспозонов Hermes и piggyBac.
Эффективность встраивания транспозона mari-
ner была ниже. Таким образом, González-Estévez
с соавт. [7] установили возможность создания
трансгенных линий планарий. Однако все ограни-
чения, связанные с использованием S. mediterranea
как модельного организма для изучения старения:
длительный период развития организма до поло-
возрелого состояния и непрозрачное тело, –
актуальны и в случае G. tigrina.

Macrostomum lignano

M. lignano представляет собой один из самых
многообещающих модельных организмов для
изучения процессов старения, регенерации и он-
когенеза. До сих пор естественные случаи опухо-
леобразования не обнаружены у M. lignano, не-
смотря на высокую степень пролиферации ство-
ловых клеток. Более того, этот червь обладает
высокой резистентностью к внешним источни-
кам повреждения ДНК, таким как ионизирующее
излучение и химические канцерогены [34, 35].

Свободноживущий плоский червь M. lignano –
это гермафродит, не обладающий способностью
к самооплодотворению, имеет прозрачное тело и
размер всего около 0.9 мм. Культуры данных чер-
вей легко поддерживать в больших количествах
без значительных затрат. Черви откладывают по
одному оплодотворенному яйцу один‒два раза в
сутки и даже в условиях голодания в течении
трех–четырех дней. Только что отложенное яйцо
находится на стадии одной клетки, что позволяет
производить трансгенез методом микроинъек-
ции. Через четыре–пять дней из яйца вылупляет-
ся червь, который примерно через 20‒30 суток
может давать потомство. Все эти особенности де-
лают трансгенез этих червей не только возмож-
ным, но и удобным. В случае M. lignano уже разрабо-
тан стабильно работающий метод трансгенеза на
основе случайной интеграции, в результате которой
получено несколько трансгенных линий [2, 36]. По-
мимо метода трансгенеза на основе случайной
интеграции, недавно успешно созданы две транс-
генные линии M. lignano с помощью векторной
системы на основе транспозона piggyBac [37]. По-
ложительный фактор ‒ прочитанный и анноти-
рованный геном [2]. Более того, разработаны
протоколы проведения нокдауна генов методом
РНК-интерференции путем простого помещения
червей в раствор с двухцепочечной РНК. Несмот-
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ря на то, что до сих пор не опубликован протокол
геномного редактирования с помощью системы
CRISPR-Cas9 для M. lignano, существенных пре-
пятствий для использования этого метода нет,
особенно учитывая успехи применения CRISPR
на шистосомах [28]. Возможность одновремен-
ной микроинъекции нуклеиновых кислот и бел-
ков в одноклеточные яйца может стать отличным
заделом для доставки нуклеазы Cas9, гидовой
РНК и матрицы ДНК в клетки. Таким образом,
можно ожидать, что вскоре будет разработан эф-
фективный протокол геномного редактирования
M. lignano на основе системы CRISPR-Cas9. Та-
кой метод создания линий червей-нокаутов, или
нокинов, сделает M. lignano еще более привлека-
тельным для исследователей. Более подробно
биология и физиология M. lignano описана в обзо-
рах Wudarski и др. [38] и Mouton и др. [39].

Недавно показано, что геном M. lignano под-
вергался дупликации с последующим слиянием
одного гаплоидного набора хромосом в одну ме-
тацентрическую хромосому [40, 41]. Эта дуплика-
ция чрезвычайно интересна для изучения эволю-
ции строения генома и хромосом, а также защиты
генома M. lignano от повреждений. Однако она
может быть недостатком при верификации
успешности трансгенеза, так как точное картиро-
вание места встройки в трансгенную линию ста-
новится затруднительным.

Несмотря на то, что M. lignano представляет
удобную модель для изучения фундаментальных
клеточных процессов в ходе регенерации, старении
и развитии, данный червь может быть использован
и в исследованиях с более практическим уклоном.
Так M. lignano может найти применение в разработ-
ке методов лечения шистосомозов, вызываемых
паразитическими плоскими червями рода Schisto-
soma. Поиск жизненно необходимых генов, спе-
цифичных для плоских червей, может дать ученым
дополнительные цели для сайленсинга в геноме
шистосом, а следовательно, появится возможность
целенаправленно редактировать геном паразитов
для лечения пораженного им организма.

Таким образом, M. lignano представляет собой
наиболее удобную модель среди плоских червей
для изучения множества процессов и может слу-
жить хорошей альтернативой C. elegans в исследо-
ваниях стволовых клеток.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Для изучения таких процессов, как регенера-
ция, старение и канцерогенез, необходимы мани-
пуляции с модельными организмами, для кото-
рых будут разработаны методы трансгенеза. Со-
гласно критериям, приведенным в данном
обзоре, наилучшей моделью для создания транс-
генных линий служит плоский червь M. lignano и

хорошо зарекомендовавший себя круглый червь
C. elegans. Благодаря быстрому росту и развитию
до половозрелого состояния, при достаточно
большой продолжительности жизни эти виды
червей имеют большой потенциал для использо-
вания в качестве моделей при изучении процессов
старения и канцерогенеза. Однако M. lignano имеет
преимущество при исследовании процессов реге-
нерации по сравнению с C. elegans из-за наличия
стволовых клеток необластов. Планарии и Hofstenia,
в свою очередь, могут служить отличными мо-
дельными организмами для изучения регенера-
ции и эмбрионального развития.

Работа поддержана Российским научным
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В представленном обзоре рассмотрены перспективы использования новых подходов к терапии ге-
нодерматозов и методы коррекции этих наследственных заболеваний кожи. Большое число геноте-
рапевтических методов применено в попытках коррекции или терапии заболеваний группы врож-
денного буллезного эпидермолиза. Замещение поврежденного гена с использованием вирусных и
невирусных методов доставки сменилось редактированием генома с помощью программируемых
нуклеаз. Основное внимание уделено широко используемым методам, применяемым in vitro на
клетках различного типа. Выбор стратегии редактирования зависит от типа мутации, вызывающей
заболевание, характера ее наследования и нуклеотидного окружения мутации. Рассмотрены модели
заболеваний на животных, полученные с помощью редактирования генома. Суммирован опыт раз-
работки методов редактирования генома и их применения в терапии генодерматозов, признанных
ранее неизлечимыми.

Ключевые cлова: генодерматоз, врожденный буллезный эпидермолиз, доминантная мутация, ре-
цессивная мутация, эпидермальные кератиноциты, индуцированные плюрипотентные стволовые
клетки, программируемая нуклеаза, редактирование генома, репарация, рекомбинация, трансген-
ные клетки, генотерапия, трансплантация
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ВВЕДЕНИЕ
Методы генной терапии генодерматозов – на-

следственных заболеваний кожи, условно можно
подразделить на методы, используемые in vivo
(группа 1) и in vitro (группа 2). Кожа – это один из
органов, наиболее перспективных для осуществ-
ления генетических манипуляций, поскольку это
наружный орган, клетки которого доступны для
генных пушек, наночастиц, микроигл и кремов,
содержащих генотерапевтические кассеты. Пере-
численные методы относятся к методам первой
группы. Расширенное использование методов
второй группы определяется простотой получе-
ния биопсийного материала кожи, возможно-

стью выделять клетки из малых количеств биома-
териала, относительной легкостью поддержания
клеток в условиях культуры [1]. Важна также “до-
ступность” клеток для трансфекции и вирусной
трансдукции, эффективность которых зависит от
способов доставки генетического материала.

Выращенные in vitro пласты трансгенных кле-
ток кожи (эпидермальных кератиноцитов и фиб-
робластов), называемые трансгенными графта-
ми, можно вернуть (трансплантировать) тому же
пациенту. Успех аутологичной трансплантации
во многом зависит от количества стволовых кле-
ток, подвергнутых генетической коррекции, при-
роды генетического нарушения, а также от вовле-
ченности других органов и систем в патогенез ис-
следуемого заболевания. Технология замещения
гена применяется в терапии генодерматозов от-
носительно давно, достигая в ряде случаев устой-
чивых и долговременных терапевтических эф-
фектов [2]. Показано, что при замещении гена с
помощью вирусной трансдукции опасность раз-
вития онкологических изменений в коже ниже,
чем в клетках крови, кроме того, на коже легче
раньше выявить новообразование [3]. Кратко пе-

Сокращения: БЭ –буллезный эпидермолиз; ВБЭ – врож-
денный буллезный эпидермолиз; ДЭБ – дистрофический
БЭ; БЭП – простой БЭ; ДДБЭ – доминантный дистрофи-
ческий БЭ; РДБЭ – рецессивный дистрофический БЭ;
ПоБЭ – пограничная форма БЭ; KRT – гены кератинов;
COL7A1 – ген ɑ-1-цепи коллагена типа VII; C7 – ɑ-цепь
коллагена VII; ДЦР – двухцепочечный разрыв; НR – го-
мологичная рекомбинация; HDR – направленная гомоло-
гичная рекомбинация; c-NHEJ – канонический путь него-
мологичного соединения концов; иПСК –индуцирован-
ные плюрипотентные стволовые клетки.
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речислим другие факторы, ограничивающие ис-
пользование вирусных векторов в генотерапии.
Во-первых, сильные нерегулируемые вирусные
промоторы искажают регуляцию экспрессии ге-
на, которая в клетках в норме изменяется в зави-
симости от дифференцировочного статуса и
межклеточных взаимодействий; во-вторых, слу-
чайная интеграция провируса в геном требует
дополнительной проверки трансгенных линий
клеток для исключения возможных онкотранс-
формаций; в-третьих, вероятность метилирова-
ния промоторов, а, следовательно, постепенное
“замалчивание” экспрессии и, наконец, сложность
доставки фрагментов большой длины (например,
длина кодирующей области генов COL7A1 и PLEC
составляет около 9 и 14 т.п.н. соответственно). Все
эти факторы не позволяют рассматривать метод
замещения гена как приоритетный, особенно при
сравнении с быстро развивающимися стратегия-
ми направленного редактирования генома.

С редактированием геномов с помощью про-
граммируемых нуклеаз связано наибольшее ко-
личество методов и технологий. Важными пре-
имуществами геномного редактирования являет-
ся сохранение эндогенной регуляции экспрессии
редактируемого гена, что определяет паттерн экс-
прессии и дифференцировки клеток, отсутствие
трансгенных последовательностей в геноме, а
также возможность редактирования популяций
стволовых клеток и их репрограммирования с це-
лью получения клеток разного типа. Одной из
первых групп генодерматозов, к которым начали
применять новые методы генотерапии и редакти-
рования геномов, стала группа орфанного забо-
левания – врожденного буллезного эпидермоли-
за (ВБЭ). К настоящему моменту к ВБЭ примене-
ны почти все основные варианты редактирования
генома с использованием TALEN-доменов, си-
стемы CRISPR/Cas9, сначала на первичных па-
циент-специфичных клетках, а затем и с исполь-
зованием стволовых клеток. Например, компа-
ния “CRISPR THERAPEUTICS AG” США
запатентовала (патент WO/2018/154413) редакти-
рование генома при дистрофическом буллезном
эпидермолизе (ДЭБ) и других состояниях или за-
болеваниях, связанных с геном COL7A1, кодиру-
ющим α-1-цепь коллагена типа VII (С7)  [4].

После редактирования генома и полноэкзо-
много секвенирования первичные клетки кожи
пациентов (кератиноциты и фибробласты) могут
использоваться для локализованной терапии –
аутологичной трансплантации трансгенного кле-
точного продукта, полученного при соблюдении
правил надлежащей производственной практики
(GMP) и проведения доклинических испытаний
на животных [5, 6]. После этого за пациентом на-
блюдают в течение длительного времени, анали-
зируют состояние кожи в зонах трансплантации и
динамику восстановления экспрессии целевых

белков в местах поражений. Есть сообщения о
снижении клинических проявлений заболевания
в первые 3–6 месяцев после успешной транс-
плантации, но затем состояние пациентов ухуд-
шалось [6].

Пациент-специфичные индуцированные
плюрипотентные стволовые клетки (иПСК), по-
лучаемые из первичных клеток, могут использо-
ваться для редактирования генома и получения
изогенных клеток различного типа, не только
фибробластов и эпидермальных кератиноцитов,
но также гемопоэтических и мезенхимальных
стволовых клеток. Использование полученных из
иПСК клеток в аутологичных трансплантациях
имеет ряд ограничений, связанных с возможным
риском злокачественного перерождения, обу-
словленного не полным репрограммированием
иПСК. Тем не менее, использование иПСК име-
ет огромное значение для изучения перспектив
применения генной и клеточной терапии при
ВБЭ. Возможность редактирования генома стволо-
вых клеток важна для создания уникальной популя-
ции возобновляемых изогенных пациент-специ-
фичных клеток без патологической мутации.

КРАТКАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА 
ГЕНОДЕРМАТОЗОВ

Генодерматозы – гетерогенная группа наслед-
ственных, в основном моногенных, заболеваний
кожи, различающихся характером повреждений,
уровнем их образования в коже и характером на-
следования мутаций. Мы сфокусируем внимание
на генодерматозах с герминативными мутация-
ми, оставляя широкую группу других многофак-
торных заболеваний (псориаз, атопический дер-
матит и нейродермит) вне рассмотрения. К гено-
дерматозам относятся более 200 различных
заболеваний, в пределах которых по фенотипиче-
ским проявлениям выделяют отдельные группы:
(1) заболевания, приводящие к нарушениям оро-
говения (ихтиозы, кератозы и кератодермии);
(2) заболевания, при которых нарушена пигмен-
тация (гипо- и гиперпигментация); (3) заболева-
ния, обусловленные дефектами в системе репара-
ции ДНК (пигментная ксеродерма, синдром Вер-
нера); (4) буллезные генодерматозы (группа ВБЭ); и
(5) генодерматозы соединительной ткани.

Установлены корреляции между генотипом
многих генодерматозов и фенотипическими и кли-
ническими проявлениями заболевания (рис. 1). С
мутациями кератинов, обширного семейства бел-
ков, образующих промежуточные филаменты,
связаны нарушения прочности, пролиферации и
дифференцировки эпидермиса. В зависимости от
гена, мутации в котором вызывают заболевание,
и локализации мутации возможно образование
внутриклеточных агрегатов тонофиламентов и
нарушение связи тонофиламентов с десмосома-
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ми [1, 7]. Нарушения функции плектина (PLEC,
важный линкерный белок, обеспечивающий
связь промежуточных филаментов с полудесмо-
сомами) приводят к возникновению синдромных
форм поясно-конечностной мышечной дистро-
фии. Нарушения экспрессии плектина или транс-
мембранного белка α6β4-интегрина (ITGA6,
ITGB4) приводят к развитию синдромной формы
БЭ с врожденной атрезией привратника. При ге-
нодерматозах возможны нарушения пигмента-
ции кожи, страдает эпителий слизистых оболо-
чек, кожные придатки. За соединение базального
слоя эпидермиса с дермой отвечает зона базаль-
ной мембраны. Нарушение белков зоны базаль-
ной мембраны, например, гетеротримерного ла-
минина 332 и COL17A1, приводит к разобщению
плазматической мембраны базальных кератино-
цитов и базальной мембраны, поражению базаль-
ной мембраны в области lamina lucida. Наконец,
нарушения в самом нижнем слое кожи (коллаген

VII) затрагивают зону дермоэпидермального со-
единения под lamina densa.

ВБЭ относится именно к такой сильно гетеро-
генной группе генодерматозов, объединенных та-
ким свойством, как хрупкость кожи. Эффектив-
ные лекарства от ВБЭ в настоящее время отсут-
ствуют, в клинике активно применяются методы
паллиативной медицины – средства местного
воздействия, направленные на заживление эро-
зий и язв со смягчающим и защитным действием,
а также противовоспалительные средства [7]. На-
блюдения клиницистов-дерматологов свидетель-
ствуют о более легком течении болезни при лока-
лизованной форме простого (БЭП) или при до-
минантном дистрофическом ВБЭ (ДДБЭ) [7–9].
Больные с пограничной формой (ПоБЭ), тяже-
лой генерализованной формой БЭП и рецессив-
ным дистрофическим ВБЭ (РДБЭ) испытывают
постоянную боль и зуд в коже, в ответ на мини-
мальную внешнюю нагрузку появляются волды-
ри и эрозии, которые имеют распространенный

Рис. 1. Схема кератиноцита базального слоя эпидермиса и внеклеточного матрикса с указанием белков, нарушения
функций которых вызывают генодерматозы. Причиной генодерматозов являются мутации в генах, кодирующих бел-
ки кожи. Чаще всего это структурные белки либо взаимодействующие с ними белки. Звездочками обозначены белки,
к генам которых применены методы генотерапии.
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характер. Однако клинические проявления ВБЭ в
пределах группы сильно различаются. Локализа-
ция поражений в коже зависит от расположения в
ней измененного белка (рис. 1). Известно четыре
основных группы ВБЭ, три из которых выделяют
в зависимости от уровня расщеплений в коже:
БЭП проявляется в базальном слое эпидермиса,
ПоБЭ – в зоне базальной мембраны, ДБЭ – на
уровне якорных фибрилл, связывающих дерму с
эпидермисом. На тяжесть клинических проявле-
ний влияет положение мутации в гене, при этом
на клинические проявления и течение БЭП и По-
БЭ влияет то, в каком гене произошла мутация
[8]. При большом разнообразии мутаций, вызы-
вающих конкретные наследственные заболева-
ния кожи, важным представляется выявление
корреляции между генотипом и клиническими
особенностями заболевания  [10].

Из 560 уникальных генодерматозов (имеющих
уникальную запись OMIM) 543 связаны с извест-
ными белками (с идентификационным номером
(GI, GenInfo Identifier)); остальные 17 связаны с
локусами, кодирующими белки с неустановлен-
ными GI. Около 85% генодерматозов относятся к
моногенным заболеваниям, в основе 9% лежат
нарушения в двух генах, а примерно 4% содержат
мутации в трех и более разных генах [10]. По дан-
ным этих исследований среди всех генодерматозов
с установленным наследованием 46% являются
аутосомно-рецессивными, а 37% имеют аутосомно-
доминантный характер. Ассоциированные с Х-хро-
мосомой рецессивно и доминантно наследуемые
генодерматозы составляют 4.2 и 1.9% всех генодер-
матозов соответственно.

ДИАГНОСТИКА ГЕНОДЕРМАТОЗОВ
Генодерматозы диагностируют с помощью им-

муногистохимических методов (антигенное кар-
тирование) [11, 12]. Более полный анализ пато-
морфологических изменений и определение их
локализации проводят с помощью просвечива-
ющей электронной микроскопии срезов биоп-
татов кожи [13, 14]. Для патогистологической ха-
рактеристики можно использовать методы нели-
нейной оптической микроскопии [15].

Например, применение метода генерации вто-
рой гармоники (от англ. Second-Harmonic Gener-
ation) и двухфотонного возбуждения флуоресцен-
ции (от англ. Two-Photon absorption Fluorescence)
позволило выявить нарушения при эпидермоли-
тическом ихтиозе [16]. Такой анализ основан на
выявлении структурных изменений коллагенов и
кератинов, что позволяет проводить точную диа-
гностику. Определить тип ВБЭ помогает изуче-
ние ультраструктуры областей дермоэпидермаль-
ного соединения, зоны светлой пластинки ба-
зальной мембраны, гемидесмосом и других
особенностей эпидермиса с помощью просвечи-

вающей электронной микроскопии. В биоптатах
кожи пациентов с ВБЭ определенные структуры
(якорные фибриллы или компоненты базальной
мембраны) либо не детектируются, либо их коли-
чество снижено, что приводит к расщеплению
слоев, образованию пузырей и эрозий в различ-
ных слоях кожи в зависимости от типа ВБЭ [8]. В
связи с быстрым развитием технологий высоко-
производительного секвенирования диагностика
ВБЭ также переходит постепенно на платформы
полноэкзомного секвенирования и секвенирова-
ния генов из группы риска, которых в настоящее
время насчитывается чуть более 20 [17].

ДОМИНАНТНО И РЕЦЕССИВНО 
НАСЛЕДУЕМЫЕ МУТАЦИИ 

КАК МОЛЕКУЛЯРНЫЕ ДЕТЕРМИНАНТНЫ 
ПАТОЛОГИИ ГЕНОДЕРМАТОЗОВ

Кратко рассмотрим типы наследования пато-
логических мутаций, вызывающих генодерматозы.

1. Среди доминантно-негативных мутаций
наиболее распространены мутации, вызывающие
кератинопатии. К кератинопатиям относится
группа заболеваний, включающая ВБЭ простого
типа (БЭП), эпидермолитический ихтиоз, врож-
денная пахионихия, при которых нарушаются
функции кератинов, экспрессирующихся специ-
фически в разных эпидермальных слоях кожи.
Аутосомно-доминантные мутации в генах KRT5,
KRT14, KRT1, KRT10, KRT6A, KRT6B, KRT6C,
KRT16, KRT17 приводят к появлению того или
иного генодерматоза, проявляющегося хрупко-
стью эпидермиса, появлением пузырей, цитоли-
зом и гиперкератозом [18, 19]. Генотип пробанда
может содержать гетерозиготные миссенс-мута-
ции или небольшие инсерции и делеции, которые
пациенты либо унаследовали от родителей по до-
минантному типу, либо приобрели de novo. Так,
около 30% случаев врожденной пахионихии вы-
званы de novo мутациями [20].

2. Мутации аутосомно-доминантного типа об-
наруживаются также при ДБЭ. Выделяют два типа
ДБЭ: аутосомно-доминантный (ДДБЭ) и аутосом-
но-рецессивный БЭ (РДБЭ). По данным 2011 го-
да РДБЭ встречается, в 4 раза чаще, чем ДДБЭ
[21]. Оба типа ДБЭ возникают в результате мутаций
в гене COL7A1, большая часть мутаций ДДБЭ – это
миссенс-мутации в кодирующих глицин кодонах в
повторяющихся триадах Gly-X-Y С7 [22].

3. ВБЭ пограничного типа (ПоБЭ) вызывается
аутосомно-рецессивными мутациями. Наиболее
тяжелую форму Герлица вызывают патологиче-
ские мутации в гене LAMB3, кодирующем один из
мономеров гетеротримерного белка ламинина
332, важного компонента комплекса белков базаль-
ной мембраны (рис. 1). Причиной ПоБЭ могут быть
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также мутации в генах, кодирующих коллаген XVII
(СOL17) и α6β4-интегрины (ITGRα6β4).

РДБЭ – наиболее сложный инвалидизирую-
щий подтип ВБЭ, при котором затронуты не
только кожные покровы, но и эпителиальная вы-
стилка внутренних органов, во многих тканях
развиваются фибротические изменения, страдает
зрение, отмечается ранняя смертность вследствие
развития плоскоклеточного рака кожи. При РДБЭ
находят миссенс-, нонсенс-мутации и мутации,
нарушающие сплайсинг гена COL7A1. При РДБЭ
возможно как снижение количества коллагена
VII (C7), так и полное отсутствие этого белка [23].
В табл. 1 перечислены некоторые генодерматозы,
указаны гены и патологические мутации, а также
характер их наследования.

3. Среди всех патогенных мутаций в COL7A1 (в
нем насчитывают более 800 различных мутаций)
примерно 34% занимают нонсенс-мутации, пре-
рывающие рамку считывания COL7A1 и приводя-
щие к появлению преждевременных стоп-кодо-
нов [35]. Преждевременные стоп-кодоны появля-
ются либо непосредственно (нонсенс-мутации),
либо вследствие мутаций, нарушающих сплайсинг.

В клетках эукариот существует специальный
механизм деградации транскриптов с преждевре-
менными стоп-кодонами (NMD, Nonsense Medi-
ated Decay. Эффективность деградации зависит
от локализации этих стоп-кодонов в экзоне и
длины фрагмента между стоп-кодоном и ближай-
шим сайтом сплайсинга, т.е. местом соединения
экзонов [36]. NMD является причиной функцио-
нального нарушения при многих известных гене-
тических болезнях, так как деградация мРНК
приводит к нехватке или отсутствию функцио-
нального белка [37]. При этом возможен и обрат-
ный вариант, при котором в результате NMD сни-
жается количество частично функционального
укороченного белка, как в случае мышечной дис-
трофии Дюшенна [38]. Встречаются и другие вари-
анты с противоположным эффектом, когда отсут-
ствие NMD приводит к синтезу укороченного
и/или токсичного для клетки белка [37–39]. В этом
случае активация каскада может привести к улуч-
шению фенотипа. Суммируя, можно выделить
группу заболеваний, при которых активация NMD
приводит к ухудшению функциональных прояв-
лений в клетках; и группу, в которой NMD сни-
жает проявления патологической мутации [37].

Редактирование генома может привести к из-
менению рамки считывания мутантного аллеля,
появлению NMD и потере доминантно-негатив-
ного эффекта мутации. Возможен противопо-
ложный вариант, когда патологическое действие
мутации заключается в деградации по механизму
NMD и потере функции, вызванной нехваткой
белка. В результате редактирования деградация
прекращается за счет изменения рамки считыва-

ния. Таким образом, возникновение NMD в ре-
зультате мутации чаще имеет негативные послед-
ствия при рецессивно-наследуемых формах гено-
дерматозов, тогда как снижение NMD может
приводить к восстановлению функции гена. В
случае доминантно-негативных мутаций манипу-
лирование активацией NMD за счет встраивания
инсерций и делеций (инделей) в мутантный ал-
лель может восстановить поврежденную функ-
цию в клетке.

МЕТОДЫ ТЕРАПИИ ГЕНОДЕРМАТОЗОВ
И ИХ РАЗВИТИЕ

До появления методов геномного редактиро-
вания разрабатывались методы клеточной и ген-
ной терапии генодерматозов in vitro и in vivo. Кроме
того, описаны попытки посттранскрипционного
воздействия на мРНК генов с известными мутация-
ми, вызывающими генодерматозы: это прежде все-
го применение малых молекул, влияющих на эф-
фективность трансляции мРНК с преждевремен-
ными стоп-кодонами, например, амплексанокса
или гентамицина, воздействие на сплайсинг пре-
мРНК с помощью антисмысловых олигонуклеоти-
дов и использование механизма транс-сплайсинга
[8, 39]. Однако необходимость постоянного введе-
ния в клетки терапевтического агента и относитель-
но невысокая эффективность этих методов ограни-
чивают их применение.

Развитие методов генетической коррекции 
и клеточной терапии генодерматозов

В начале 2000 годов начались поиски подходов к
генетической коррекции генодерматозов, прежде
всего мутаций гена COL7A1, без использования ви-
русных платформ доставки, с помощью интегра-
ции космидных ДНК, микроинъекций плазмид
PAC (на основе искусственных хромосом из Р1) в
культуры клеток пациентов с РДБЭ и в трансген-
ных мышей [40, 41]. Затем в развитии генных и
клеточных технологий все большее место стали за-
нимать вирусные методы доставки. При некоторых
наследственных заболеваниях кожи успешно при-
меняли вирусную трансдукцию генотерапевтиче-
скими кассетами. Это, прежде всего, пигментная
ксеродерма [26, 27], врожденный ихтиоз, ассоци-
ированный с Х-хромосомой [24], синдром Ни-
дертона [42], ПоБЭ [25, 33] и РДБЭ [5, 43, 44]
(табл. 1). Как правило, использовали ретровирус-
ные системы доставки генотерапевтической кас-
сеты [45], но применяли также векторы на основе
аденоассоциированных вирусов (AAV), напри-
мер, в случае LAMA3 [46] и SPINK5 [47] (рис. 1).
Доставка трансгенных последовательностей с по-
мощью векторов на основе AAV оказалась очень
эффективной, но ограниченный размер вставки,
встраиваемой при использовании таких векто-
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ров, делает этот метод недоступным для ряда ге-
нов. Основной популяцией клеток при редакти-
ровании упомянутых выше генов были эпидер-
мальные кератиноциты (для ex vivo протоколов
терапии). Оказалось, что для достижения дли-
тельного терапевтического эффекта от примене-

ния генной терапии важна не только эффектив-
ная трансдукция клеток, но и оптимальные усло-
вия культивирования первичных кератиноцитов.
Среди первичных кератиноцитов базального слоя
эпидермиса есть стволовые эпидермальные кера-
тиноциты, так называемые голо-клоны [33]. Гене-

Таблица 1. Генодерматозы, их фенотипические проявления и генетические основы, методы генетической кор-
рекции

 * Термин синдром подразумевает мультиорганную патофизиологию, т.е. наличие иных, не только кожных повреждений.
** Гиперкератоз акантолитический – нарушение дифференцировки кератиноцитов, приводящее к вакуолизации, утолще-
нию и образованию пузырей в верхнем слое эпидермиса.
Примечание. AД – аутосомно доминантный; АР – аутосомно рецессивный; XР – ассоциированный с Х-хромосомой, рецес-
сивный.

Генодерматоз Фенотипические 
проявления

Характер 
наследуемости Ген Метод 

редактирования OMIM Ссылка

Х-ассоциирован-
ный ихтиоз

Нарушения процессов оро-
говения; нарушения обмена 
стероидов

XР STS Ретровирусная 
генотерапия

308100  [24]

Эпидермолити-
ческий ихтиоз

Акантокератолитический 
гиперкератоз**

АД KRT10 Нокаут гена 607602  [25]

Пигментная ксе-
родерма

Нарушения пигментации 
сопровождаются патологи-
ческим ороговением, атро-
фией, дистрофией ткани, 
атипией и ранним развитием 
опухолей

АР XPC Ретровирусная 
генотерапия

278720  [26, 27]

Врожденный 
ламеллярный 
ихтиоз

Гиперкератоз, гиперплазия 
базального слоя эпидермиса

АР TGM1 Редакторы осно-
ваний

242300  [28]

Синдром
Нидертона*

Нарушение ороговения в 
эпидермисе; аллергия, нару-
шения иммунной системы

АР SPINK5 Нокаут гена 
CRISPR/Cas9 
HDR

256500  [29]

Врожденный буллезный эпидермолиз
Буллезный эпи-
дермолиз про-
стого типа

Пузыри в базальном слое 
эпидермиса не оставляют 
рубцов, при стрессе клеток 
происходит агрегация цито-
кератиновой сети

АД KRT14, KRT5 CRISPR/Cas9 
HR;
TALEN HDR

131900 [30‒32]

Буллезный эпи-
дермолиз погра-
ничного типа

Появление пузырей и эро-
зий без травм, образование 
грануляционной ткани

АР COL17
LAMA3
LAMB3
LAMC2
ITGA6, 
ITGB4

Ретровирусная 
генотерапия;
СRISPR/Cas9 
HR

226650  [33]

Буллезный эпи-
дермолиз дистро-
фического типа

Пузыри и эрозии глубокого 
залегания в коже, заживают с 
атрофическими рубцами, 
милии, сращения, образова-
ние агрессивных карцином

АР
АД

СOL7A1 CRISPR/Cas9 
HR;
CRISPR/Cas9 
НDR
TALEN HR

226600  [34]

Синдром 
Киндлер

Пузыри и рубцевание с фор-
мированием контрактур, 
псевдосиндактилии

АР FERMT1 Нет 173650  [7]
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тическая модификация именно этой популяции
обеспечивает длительное действие трансгенного
эпидермиса после аутологичной трансплантации.
Если культивируемые клетки подверглись стрессу
и/или репликативному старению, то приготовлен-
ные на их основе графты не окажут терапевтиче-
ского эффекта [31].

Для клеточной терапии РДБЭ используют дер-
мальные фибробласты и эпидермальные керати-
ноциты, поскольку и фибробласты, и кератиноци-
ты секретируют С7. Аутологичная трансплантация
в большинстве случаев приводит к временному по-
вышению содержания С7 в коже в области дермо-
эпидермального соединения. Однако временный
и местный характер терапии и риск осложнений
от аллогенной трансплантации делают необходи-
мым поиск других подходов. Так, в течение не-
скольких лет проходят клинические исследова-
ния эффективности интрадермальных инъекций
ген-модифицированных аутологичных фиброб-
ластов у пациентов с РДБЭ (NCT02493816) [48].
Опубликованы результаты клинических исследо-
ваний и 5-летнего наблюдения ребенка с тяжелой
формой ПоБЭ, перенесшего аутологичную транс-
плантацию трансгенного эпидермиса  [2, 33]. Наи-
большее количество методов генотерапии заболе-
ваний кожи предполагает проведение генетиче-
ской коррекции ex vivo на пациент-специфичных
кератиноцитах, фибробластах и стволовых клет-
ках [34, 49, 50]. Протоколы генетической коррек-
ции ex vivo включают несколько стадий: культиви-
рование клеток, выделенных из образцов ткани,
полученных при биопсии; проведение генетиче-
ской коррекции (вирусная трансдукция; редакти-
рование геномов с помощью программируемых
нуклеаз); наращивание генетически модифициро-
ванных клеток по безопасным протоколам GMP;
обширный анализ и проверка функциональной
безопасности редактирования; ксенотранспланта-
ция клеток мышам с иммунодефицитом и оценка
экспрессии маркеров дифференцировки; транс-
плантация клеточных пластов (графтов) пациенту.
Альтернативно развивается стратегия генетиче-
ской коррекции in vivo, когда пациенту интра-
дермально вводят суспензию вирусных частиц с
функциональной копией гена. К методам гено-
терапии, применяемым in vivo, относятся элек-
тропорация и внутривенное введение системы
СRISPR/Cas9, которые в настоящее время при-
меняют только в доклинических исследованиях
[51]. Недавно американская компания “Krystal
Biotech” запатентовала для in vivo применения
новое генотерапевтическое средство B-VEC на
основе рекомбинантного вируса простого герпеса
(HSV1), cодержащего две копии кодирующей об-
ласти гена COL7A1. Начались клинические испы-
тания (фазы 1 и 2) препарата B-VEC на пациентах
с РДБЭ [52]. B-VEC применили, в частности, в те-
рапии нарушений роговицы у больных с РДБЭ

[4]. Учитывая мультисистемный характер нару-
шений при целом ряде генодерматозов, разработ-
ка новых методов терапии и совершенствование
методов доставки терапевтических агентов при-
обретает особое значение в случае заболеваний,
считавшихся неизлечимыми.

Обратный мозаицизм

В процессе изучения ВБЭ обнаружили фено-
мен, названный обратным мозаицизмом. На коже
пациента впервые были найдены зоны самопроиз-
вольного восстановления целостности эпидермиса,
которые оказались результатом возникновения в
этих зонах второй мутации, компенсирующей воз-
действие первой патологической мутации. Обрат-
ный мозаицизм обнаружен при всех формах ВБЭ,
за исключением синдрома Киндлер [53, 54]. Со-
общается о нескольких зонах, содержащих до пя-
ти различных мутаций разных локализаций, на
теле пациентов с ВБЭ [55]. Обратный мозаицизм
найден примерно у 36% пациентов с РДБЭ. Кро-
ме того, у пациентов с РДБЭ обнаружены дер-
мальные фибробласты с обратным мозаицизмом
[56]. Впервые появились перспективы аутологич-
ной трансплантации: первичные клетки из зон с
мозаицизмом, культивируемые in vitro, рассмат-
ривали как биомедицинский продукт, перспек-
тивный для аутологичной трансплантации. Ре-
зультаты применения этого подхода оказались
весьма скромными и, если в случае ПоБЭ они
улучшили состояние пациентов, то при РДБЭ эф-
фект полностью отсутствовал. Терапевтический
потенциал клеток из зон с обратным мозаициз-
мом оказался ограниченным, по-видимому, за
счет снижения пролиферативной активности мо-
заичных клеток. Получение иПСК из кератино-
цитов из зон мозаицизма, например при РДБЭ,
стало одним из первых перспективных методов
персонализированной медицины, получивших
развитие до начала широкого применения мето-
дов редактирования генома [57].

Трансплантация мезенхимальных 
стволовых клеток

Наравне с редактированием генома разраба-
тывается альтернативный терапевтический под-
ход – аллогенная трансплантация гемопоэтиче-
ских клеток костного мозга от донора, полностью
совместимого по HLA (Human Leukocyte Anti-
gens). Показано, что мезенхимальные стволовые
клетки костного мозга направленно мигрируют в
зоны воспаления на коже [58]. В частности, после
успешного доклинического испытания ксено-
трансплантации на мышах начались клинические
испытания такого подхода к терапии ВБЭ и РДБЭ,
как наиболее тяжелой формы ВБЭ [59]. В настоя-
щее время совершенствуется использование алло-
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генной трансплантации гемопоэтических клеток
костного мозга и мезенхимальных стволовых кле-
ток пациентам с РДБЭ после проведения химиоте-
рапии [60, 61]. Отмечены смертельные исходы, обу-
словленные развитием иммунной реакции транс-
плантат против хозяина и высокой токсичностью
проводимой химиотерапии. Сообщается об успеш-
ных клинических испытаниях (NCT02582775) на
10 пациентах, которым проводили аллогенную
трансплантацию мезенхимальных стволовых кле-
ток в сочетании с введением циклофосфазида для
обеспечения иммунной толерантности [62, 63].
Сочетание методов аллогенной трансплантации с
редактированием генома может создать реальную
перспективу терапии этого сложного генетиче-
ского заболевания.

Индуцированные плюрипотентные стволовые 
клетки и их репрограммирование в клетки 

разных типов

Развитие технологии получения иПСК из па-
циент-специфичных клеток увеличило возмож-
ности и перспективы новых методов функцио-
нальной терапии [64]. Разработка протоколов
“дифференцировки” иПСК, т.е. их репрограм-
мирование в клетки разного типа, имеет принци-
пиальное значение. Естественный репликатив-
ный предел первичных соматических клеток
(предел Хейфлика) ограничивает возможности их
использования после генетической коррекции.
Особенно это касается тех случаев, когда биоптат
пациента содержит мало эпидермальных стволо-
вых клеток, как бывает, например, при РДБЭ.
Получение изогенных иПСК и редактирование
генома с последующим репрограммированием в
изогенные клетки, фибробласты, кератиноциты
и гемопоэтические клетки потенциально позволя-
ет убрать эти ограничения. Методы репрограмми-
рования в разные типы клеток не всегда просты,
но постоянно совершенствуются [65]. Перспекти-
ва использования иПСК для редактирования ге-
нома подчеркивается в контексте генотерапии
ВБЭ, особенно дистрофического типа при РДБЭ
[34, 66]. Синдромные проявления генодерматоза
или наличие тяжелых генерализованных форм,
когда страдают не только кожа, но и слизистые
оболочки внутренних органов, а также роговица
и конъюнктива глаз, диктуют необходимость ге-
нотерапевтического подхода на уровне стволовых
клеток. В 2011 году были опубликованы результа-
ты первого опыта прямого репрограммирования
иПСК, специфичных для РДБЭ, в кератиноциты
и фибробласты [67]. В этой работе впервые для
ВБЭ получены 3D модели эпидермиса и искус-
ственные эквиваленты кожи, содержащие керати-
ноциты и фибробласты, репрограммированные из
иПСК. После ксенотрансплантации искусствен-
ных эквивалентов кожи мышам SCID/NOD и за-

растания раны проводили иммуногистохимиче-
ский анализ маркеров экспрессии. С помощью не-
прямого иммунофлуоресцентного анализа выявили
различия в уровне экспрессии секреторного белка
С7 в эквивалентах, несущих РДБЭ-специфичные
клетки, и в образцах клеток, полученных от здо-
ровых доноров. Предшественник белка С7 под-
вергается посттрансляционным модификациям,
отщеплению N- и С-концевых частей, антипа-
раллельной димеризации, а потом тримеризации.
В результате этих модификаций образуются от-
дельные морфологические структуры – якорные
фибриллы, связывающие дерму с эпидермисом.
Якорные фибриллы хорошо детектируются с по-
мощью трансмиссионной электронной микро-
скопии [63]. При РДБЭ мутации в гене COL7A1,
кодирующем С7, приводят к дефициту или пол-
ному отсутствию якорных фибрилл. Таким же
способом с помощью функционального иммуно-
гистохимического анализа оценивают эффектив-
ность восстановления экспрессии целевого гена в
клетках после редактирования генома.

РЕДАКТИРОВАНИЕ ГЕНОМА

Пути репарации внесенных в ДНК одноцепочечных 
и двухцепочечных разрывов

Методология редактирования генома тесно
связана с выбором и активацией пути репарации
ДНК после внесения в нее разрывов программи-
руемыми нуклеазами. Выявление ключевых фак-
торов, регулирующих репарацию, важно для
понимания механизмов процесса и возможно-
сти манипулировать ими по ходу редактирова-
ния генома.

Одноцепочечные разрывы возникают в клетке
постоянно, их быстрая репарация, превращение в
двухцепочечные (ДЦР) и процессирование регу-
лирует репликативный стресс клетки, предотвра-
щает ее преждевременное старение и гибель, а
также блокирует возможную онкотрансформа-
цию. В клетках млекопитающих существуют два
основных пути репарации разрывов ДНК: кано-
нический путь негомологичного соединения
концов (с-NHEJ, от англ. canonical nonhomology
end-joining) и направляемая гомологией репара-
ция (HDR). HDR происходит путем гомологич-
ной рекомбинации с участием другой молекулы
ДНК. Важную роль в репарации ДНК играют ки-
назы, подобные фосфатидилинозитол-3-киназам
(ATM, ATR, DNA-PKcs) [68]. Помимо репара-
ции, в которой ключевая роль отводится ATM и
DNA-PK, все три киназы участвуют в регуляции
клеточного цикла, в частности, ATM активирует
киназы контрольных точек репликации (сheck
point kinases). АТМ вовлечена в регуляцию прохож-
дения клеточного цикла, активация ATR приводит
к репликативному стрессу и остановке клеточного
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цикла [69]. Активность двух других треонин-сери-
новых протеинкиназ важна для репарации ДЦР:
АТМ участвует в регуляции клеточного цикла,
DNK-PK – в регуляции репликативного стресса.
Аутофосфорилирование каталитической субъ-
единицы DNA-PK, происходящее в области по-
вреждения ДНК в присутствии Ku-полимераз,
приводит к активации всего холофермента, сти-
мулирующего активность эндонуклеазы Artemis к
процессированию разрывов ДНК [70]. Показано,
что аутофосфорилирование DNA-PK запускает
с-NHEJ [69]. Для правильного прохождения ре-
парации важен процесс фосфорилирования ги-
стона γH2AX и белка-медиатора контрольной
точки репликации 1 (MDK1). Последующая ак-
тивация и привлечение E3 убиквитинлигаз к ги-
стону H2A создают в области ДЦР удобную плат-
форму для привлечения факторов, участвующих в
каскадах, идущих по пути, опосредованному либо
53BP1, либо ВRCA1. В HDR участвуют 53BP1, по-
лимераза Ku и ДНК-лигаза 4, которая напрямую
лигирует два конца ДНК [71]. Путь с-NHEJ наи-
более активен в основных фазах клеточного цик-
ла (кроме S и частично G2). Благодаря активно-
сти с-NHEJ происходит образование инсерций и
делеций в сайте специфического разрезания при
редактировании генома. На линиях клеток челове-
ка с помощью интеграции флуоресцентных репор-
теров в хромосомы показано, что с-NHEJ активи-
руется через 30 мин после образования разрывов в
ДНК и отвечает за 75% всех репаративных процес-
сов [72].

Баланс активности и содержания ряда регуля-
торных факторов, киназ, ДНК-связывающих бел-
ков, нуклеаз и полимераз определяет, по какому пу-
ти пойдет репарация в клетке, например, актив-
ность комплекса MRN (MRE11-RAD50-NBS1),
за активацию которого отвечает комплекс
Sae2/CtIP, сдвигает равновесие в сторону гомо-
логичной рекомбинации [73]. Баланс факторов
CtIP и MRE11 влияет на эффективность процесса
резекции концов ДНК в области ДЦР. Защита
ДЦР, регулируемая при поддержке факторов
WRN и RECQ, позволяет клетке избежать воз-
никновения больших делеций и слипания концов
хромосом [74]. Для начала гомологичной реком-
бинации важен процесс резекции 5′-концов, т.е.
образование одноцепочечных 3′-концов, суб-
стратов RAD51. Для резекции концов после пер-
вой стадии активации комплекса MRN важна
вторая стадия – получение 3′-выступающих кон-
цов, протекающая за счет активации экзонуклеаз
Exo1 и Dna2. HDR, в отличие от всех остальных
процессов, это единственный механизм, обеспе-
чивающий точное восстановление репарируемой
матрицы. Важным фактором, обеспечивающим
сохранение исходной последовательности в
ДНК, является встраивание гомологичной ДНК,
используемой в качестве матрицы, это может

быть сестринская хроматида или экзогенная до-
норная ДНК  [72]. Для процесса НDR важна ак-
тивность таких факторов, как BRCA2, PALB2 и
RAD51, и снижение активности 53BP1. Негатив-
ная роль 53BP1 в HDR подтверждается тем, что
доминантно-негативный мутант 53BP, слитый c
белком Cas9, снижает с-NHEJ и увеличивает эф-
фективность НDR в клетках различного типа
[75]. Использование механизмов НDR позволяет
исправлять точечные мутации и вводить более
длинные последовательности, например, флуо-
ресцентные репортеры или гены устойчивости к
антибиотикам. При редактировании геномов ча-
сто используется подход, связанный с введением
в рекомбинантные донорные последовательно-
сти loxP-повторов, позволяющих проводить от-
бор прошедших рекомбинацию клонов, а затем с
помощью cайт-направленной Cre-рекомбинации
элиминировать из генома экзогенные кассеты
[34, 76].

Программируемые нуклеазы

В генотерапии с применением редактирова-
ния генома используются в основном програм-
мируемые нуклеазы на основе открытых ранее
доменов TALEN и систем CRISPR/Cas (применя-
емых в настоящее время). TALEN – это химерные
белки, которые состоят из нуклеазного домена
Fok1 и ДНК-связывающего TALE-домена –
транскрипционного фактора, полученного из
растительного патогена Xanthomonas. ДНК-свя-
зывающий домен состоит из тандемно располо-
женных повторов из 35 аминокислотных остат-
ков, при этом каждый повтор узнает только один
нуклеотид в большой бороздке ДНК. Таким обра-
зом набор TALE-доменов узнает уникальную по-
следовательность ДНК длиной 20 п.н. Эта синте-
тическая система способна специфически узна-
вать любую последовательность ДНК. До
изобретения системы СRISPR/Cas9 основные
надежды на развитие методов редактирования ге-
номов связывали с доменами TALEN. К недо-
статкам TALEN-доменов следует отнести трудо-
емкость и сложность их клонирования. При не-
обходимости изменения последовательности для
редактирования нужно полностью изменить ди-
зайн TALE и клонировать de novo всю химерную
молекулу TALEN.

В отличие от белков TALEN действие системы
CRISPR/Cas направляется некодирующей РНК.
CRISPR – короткие палиндромные повторы, ре-
гулярно расположенные группами и разделенные
уникальными последовательностями (спейсера-
ми), Специфичность разрезания чужеродной
ДНК нуклеазой Cas определяется короткими не-
кодирующими РНК, узнающими и связывающи-
ми последовательность ДНК-мишени. В назва-
нии CRISPR/Cas отражено прокариотическое
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происхождение этой системы, являющейся ча-
стью иммунной системы прокариот. Самое ши-
рокое применение на сегодня имеет белок Cas9
(или spCas9, выделенный из Streptococcus pyo-
genes), CRISPR/Cas9 относится ко второму типу
систем, в которых участки СRISPR процессиру-
ются и в соединении с транс-активирующей РНК
crRNA (tracrRNA) образуют так называемую на-
правляющую РНК (sgRNA, англ. single guide
RNA), которая комплементарно связывается с
целевым фрагментом ДНК, узнавая таким обра-
зом ДНК-мишень. Связавшись с ДНК, эти РНК
взаимодействуют с Сas9, конформация которой
изменяется, после чего фермент начинает специ-
фично вносить ДЦР в ДНК [77]. Для функциони-
рования системы необходим трехнуклеотидный
РАМ-мотив в ДНК (PAM – Protospacer Adjacent
Motive – прилегающий к протоспейсеру мотив,
имеющий структуру 5'-NGG-3', где N – любой нук-
леотид). РАМ должен прилегать непосредственно к
участку узнавания направляющей РНК. Активиро-
ванная Сas9 разрезает ДНК примерно в 4 п.н. от
РАМ, образуя ДЦР. Таким образом, система
CRISPR/Cas9 не требует дизайна de novo белка
для узнавания каждой новой мишени. Необходи-
мо лишь подобрать последовательность спейсера,
содержащую РАМ, и синтезировать специфиче-
скую направляющую РНК. Дизайн направляю-
щей РНК может быть осуществлен с помощью
различных биоинформатических ресурсов, напри-
мер, benchling (benchling.com) или СRISPRESSO
(crispor.tefor.net). При этом следует обратить вни-
мание не только на предсказанную активность
направляющей РНК, но и на ее способность к не-
специфической активности (Off Target асtivity).
Неспецифическая активность существенно за-
трудняет проведение эксперимента при редакти-
ровании генов, кодирующих повторяющиеся до-
мены (например, в коллагенах) или высоко кон-
сервативные белки (такие, как кератины). Как
правило, все целевые клоны после редактирования
должны подвергаться широкомасштабному секве-
нированию, чтобы выявить возможную неспеци-
фическую активность программируемой нуклеазы.

Кроме собственно Cas9, при редактировании
генома используют разные мутантные варианты
этого белка: Саs9n D10A [32]; BE-HF1,2,4; Fok1-
dCas9; espCas9 [78]; а также другие системы, напри-
мер, Cpf1 (CRISPR/Cas12, asCas12 система V-типа,
выделенная из S. aureus), специфичные к другой
последовательности РАМ. Опубликованный не-
давно новый вариант Сas12 – Сas12f1, модифици-
рованный из фермента архей Un1Cas12f1, облада-
ет большей эффективностью и специфичностью,
чем asCas12a, имеет меньший размер, позволяю-
щий использовать AAV (AAV2) для доставки си-
стемы Сas12f1 в эукариотические клетки [79]. C
помощью этой нуклеазы проведено эффективное

редактирование точечных патологических мута-
ций, в частности, в гене KRT1 [79].

Типы мутаций и их нуклеотидное окружение 
как контекст, определяющий выбор стратегии 

редактирования генома

Выбор стратегии редактирования генома в
большой степени зависит от того, каким путем
должна идти репарация ДНК для устранения му-
тации. В основном это выбор между HDR и c-
NHEJ. Предпочтительность HDR обусловлена
высокой точностью редактирования мутаций, хо-
тя основным фактором выбора пути является ге-
нетический контекст: доминантный/рецессив-
ный статус мутации ее локальное нуклеотидное
окружение [30, 77].

Во-первых, c-NHEJ можно применять для но-
каута мутантного аллеля доминантного типа. С
этой целью можно использовать направляющую
РНК, которая специфически отжигается на нук-
леотидной последовательности гена непосред-
ственно приближенной к мутации (рис. 2а). Этот
подход позволяет восстановить рамку считыва-
ния, нарушенную мутацией – к восстановлению
рамки считывания могут привести инсерции или
делеции, возникающие в процессе репарации.
Однако репарация чаще приводит к появлению
преждевременного стоп-кодона, нарушающего
рамку считывания, что важно, например, при
коррекции мутации доминантного типа в COL7A1
[81]. Из библиотеки клонов, содержащих инсер-
ции или делеции в этой области, выбирают те, в
которых произошло восстановление рамки счи-
тывания COL7A1. Важное значение в выборе мето-
да редактирования (в том числе дизайна эффек-
тивных направляющих РНК) имеет нуклеотидное
окружение мутации, в частности, возможность
подбора такой направляющей РНК, применение
которой при редактировании мутации доминант-
ного типа приведет к образованию преждевремен-
ных стоп-кодонов [82]. Во-вторых, c-NHEJ мож-
но использовать для нарушения сплайсинга, т.е.
опосредованная CRISPR/Cas9 репарация может
привести к вырезанию экзона в неправильной рам-
ке считывания или к “пропуску” экзона (рис. 2в).
В-третьих, возможный механизм направленного
пропуска одного или нескольких экзонов, при ко-
тором используются две разные направляющие
РНК, специфические к последовательностям раз-
ных экзонов и интронов. В результате, помимо
делеции участка, содержащего мутацию, устраня-
ется один или несколько экзонов и восстанавли-
вается рамка считывания. Один и тот же вариант
пропуска экзона (экзонов) можно использовать у
разных пациентов при разных мутациях, локали-
зованных в данной области. Этот механизм приме-
ним только к гену COL7A1, имеющему множество
экзонов в одной рамке считывания. Примеры ис-
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пользования некоторых подходов к редактирова-
нию геномов приведены на рис. 2. Нокаут, сдвиг
рамки считывания, пропуск экзонов – эти мето-
ды, применяемые in vitro или in vivo, могут ис-
пользоваться при введении компонентов систе-
мы CRISPR/Cas в виде РНК-белковых комплек-
сов или плазмид.

Для редактирования гена COL7A1 и восстанов-
ления экспрессии С7 применяются различные
методы. Ген COL7A1 имеет сложную структуру,
он содержит 118 экзонов и множество повторяю-
щихся последовательностей в области коллагено-
вого и фибронектин-подобного доменов. В чем
состоят преимущества стратегий геномного ре-
дактирования в случае гена COL7A1? База мута-
ций, вызывающих РДБЭ, содержит более 800 раз-
личных мутаций. Возможность сайт-специфиче-
ского дизайна направляющих РНК для системы
CRISPR/Cas9 существенно расширяет возмож-
ности направленного воздействия на мутацию.
Большой размер гена COL7A1 (31 т.п.н.) не позво-
ляет использовать эффективные системы достав-
ки полноразмерных копий кДНК (например,
AAV-векторы) в клетки, но для редактирования
генома донорными ДНК могут использоваться
разные фрагменты гена, в которые вносят нуж-
ные изменения, встраивают кассеты генов для се-
лекции или вносят SNP. Важное значение имеет

сохранение эндогенной регуляции экспрессии
гена COL7A1, промотор которого содержит регу-
ляторные элементы, связывающие транскрипци-
онные факторы AP-1 и SMAD, стимулирующие
активность промотора [85].

В гене COL7A1 обнаружены многочисленные
мутации, однако некоторые из них, например,
инсерция c.6527 insC в экзоне 80, чаще других ис-
пользуются для редактирования генома. Эта му-
тация приводит к появлению преждевременного
стоп-кодона и деградации мРНК в результате
NMD, она с высокой частотой встречается в ев-
ропейской популяции больных РДБЭ (найдена
примерно у 46% больных РДБЭ в Испании). Опи-
сана коррекция c.6527insC с использованием обо-
их механизмов репарации (с-NHEJ и HDR) [86].
С помощью HDR получены отдельные клоны с
восстановленной экспрессией С7. Воздействие
TALEN на геномную ДНК без донорной последо-
вательности привело к образованию набора деле-
ций и инсерций, при этом в ряде случаев проис-
ходил сбой рамки считывания (рис. 2а). В резуль-
тате удалось найти и отобрать несколько клонов с
восстановленной открытой рамкой считывания
COL7A1. В обоих случаях (после и с-NHEJ, и
HDR) у мышей с иммунодефицитом, которым
ксенотрансплантировали эпидермальные экви-
валенты кожи, полученные после редактирова-

Рис. 2. Стратегии редактирования генома, предлагаемые для развития новых методов генотерапии генодерматозов.

 – направляющая РНК (здесь подразумевается работа системы CRISPR/Cas9). ПСК – преждевременный стоп-
кодон, вызывающий в определенных условиях деградацию мРНК. HDR – направляемая гомологией репарация.
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ния генома, выявили синтез С7 и образование
структур, похожих на якорные фибриллы челове-
ка. Интересно, что некоторые клетки с продуктом
с-NHEJ сильнее экспрессировали С7, чем клет-
ки, в которых прошла НDR. Нельзя исключить и
роль случайного мутагенеза, который может по-
зитивно повлиять на экспрессию или фолдинг
белка. Проведено также редактирование этой же
мутации с помощью CRISPR/Cas9 [87]. с-NHEJ
после воздействия Cas9 использовали для изме-
нения открытой рамки считывания гена COL7A1,
что привело к восстановлению экспрессии С7
(рис. 2г). Описано эффективное применение
РНК-белкового комплекса CRISPR/Cas9 с двумя
направляющими РНК при редактировании все
той же мутации с использованием с-NHEJ [88].

Эпидермолитический ихтиоз, вызываемый
мутациями в гене KRT10, имеет, как правило,
аутосомно-доминантное наследование. Белок
K10, кодируемый геном KRT10, экспрессируется
в дифференцированных кератиноцитах супраба-
зального слоя эпидермиса (табл. 1). Нарушения в
структуре K10 приводят к его агрегации в сети
промежуточных филаментов в дифференциро-
ванных кератиноцитах, цитолизу в верхнем ши-
повидном и зернистом слое эпидермиса и повы-
шенной чувствительности кератина к тепловому
стрессу. В 2018 году March и соавт. применили ге-
номное редактирование с помощью TALEN-до-
менов для нокаута мутантного аллеля KRT10 в
иммортализованных кератиноцитах пациента с
гетерозиготной мутацией с.1333G >A  [25]. с-
NHEJ имела высокую эффективность (56.8%) и
привела (без дополнительной селекции) к появ-
лению клонов с преждевременными стоп-кодо-
нами в мРНК, несущей мутацию, найденную при
эпидермолитическом ихтиозе, и к деградации
этой мРНК (рис. 2а). Аберрантная экспрессия
K10В в отобранных клетках не обнаружена.

В 2016 году Shinkuma S. и соавт. применили ре-
дактирование гена COL7A1 для нокаута доминант-
ной мутации в экзоне 109, вызывающей ДДБЭ [81].
Секвенирование геномной ДНК из клеток пери-
ферической крови пациента с ДДБЭ выявило ге-
терозиготную мутацию c.8068_8084delinsGA в ге-
не СOL7A1 – делецию 17 н. и инсерцию 2 н. В
мРНК, считанной с мутантного аллеля, сохраня-
лась открытая рамка считывания COL7A1, но ее
белковый продукт был укорочен на пять амино-
кислотных остатков, причем эта делеция затра-
гивала область Gly-X-Y-повторов коллагенового
домена C7. Доминантно-негативное действие
данной мутации проявлялось в том, что укоро-
ченный мутантный белок, участвуя в посттранс-
ляционном процессинге, модификации и три-
меризации С7, приводил к образованию не-
функционального тримера С7. Редактирование
генома, в данном случае с использованием меха-
низма с-NHEJ, с целью репарации ДЦР, привел

к получению набора клонов, в которых мутант-
ный аллель не экспрессировался. В этой работе
CRISPR/Cas9-редактирование оказалось в 2–
3 раза эффективнее, чем применение TALEN-
доменов. Из четырех клонов отобрали один, в
котором CRISPR/Cas9-редактирование привело к
получению укороченного транскрипта, не подвер-
женного деградации посредством NMD (рис. 2б).
После репрограммирования иПСК в фибробла-
сты проверили экспрессию коллагена типа VII.
Образование тримера С7 оценили с помощью ко-
иммунопреципитации мутантных белков С7,
имеющих FLAG- и HA-таги. Взаимодействие ин-
тактного продукта с мутацией COL7A1 с белком,
не содержащим мутаций, сравнивали с взаимо-
действием продукта из клеток, в которых прове-
дено редактирование COL7A1. Фрагмент отредак-
тированного гена, содержащий экзон 109 в дру-
гой рамке считывания, приводил к появлению
белкового продукта, не участвующего в образова-
нии тримера С7. В результате именно данная мута-
ция и сдвиг рамки считывания, полученный после
редактирования, восстановили функции С7 в клет-
ках, изогенных клеткам пациента с ДДБЭ.

Систему CRISPR/Cas9 использовали для ре-
дактирования генома клеток с другой рецессив-
ной мутацией в экзоне 70 COL7A1 – с.5819delC
(p.Pro1940Argfs*65) – с высокой частотой встре-
чающейся у пациентов с РДЭБ в Японии  [89].
Изменение рамки считывания в результате с-
NHEJ привело в этом случае к уничтожению
преждевременных стоп-кодонов и появлению
транскрипта, не подверженного деградации  [90].
Интересно, что для восстановления экспрессии
мутантного аллеля COL7A1 в процессе редактиро-
вания не потребовалась донорная ДНК (рис. 2в).
Использование направляющей РНК с РАМ в об-
ласти мутации увеличило эффективность редак-
тирования мутантного аллеля.

Редактирование генома в первичных кератино-
цитах человека с помощью системы CRISPR/Cas9
позволило создать модель синдрома Нидертона и
применить генную терапию с помощью лентиви-
русного замещения гена [29]. с-NHEJ вызывали в
клетках после введения CRISPR/Cas9 и двух на-
правляющих РНК к экзону 1 гена SPINK5. В ре-
зультате получили линию клеток с нокаутом гена
SPINK5 (ΔSPINK5), моделирующего доминант-
но-негативную мутацию, приводящую к разви-
тию синдрома Нидертона. Ксенотрансплантация
эпидермальных графтов, содержащих генетиче-
ски модифицированные клетки, мышам с имму-
нодефицитом привела к появлению фенотипа с
гиперкератозом. Трансдукция лентивирусом, не-
сущим рекомбинантную кДНК гена rvSPINK5 без
мутации, клеток с генотипом ΔSPINK5 (без экс-
прессии белка LEKTI – продукта SPINK5) приве-
ла к восстановлению экспрессии LEKTI (табл. 1)
[29]. Ученые из Австрии и Германии использова-
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ли домены TALEN для избирательного нокаута
мутантного аллеля гена KRT5 [31]. Направление
нуклеазы на участок последовательности в 5′-об-
ласти гена привело к нокауту мутантного аллеля
(рис. 2а) наравне с аллелем дикого типа. Эффек-
тивность нокаута и отбор клеток с инактивиро-
ванным мутантным аллелем проверяли с помо-
щью прижизненной флуоресцентной локализо-
ванной микроскопии. Обнаружены сильные
различия в локализации флуоресцентного ре-
портера, экспрессируемого в одной рамке считы-
вания с KRT5 дикого типа, и с мутантным геном
KRT5. Мутации, вызывающие БЭП, чаще всего от-
носятся к доминантно-негативным. Устранить та-
кие мутации можно, используя сходный подход,
однако всякий раз требуется проверка, поскольку
возможно образование укороченных транскрип-
тов, которые избежали действия NMD, но воз-
действуют на клетку доминантно-негативным
образом.

Методы редактирования с использованием 
репарации, направляемой гомологией (НDR)

НDR для биомедицины. HDR можно приме-
нять как к доминантно, так и к рецессивно насле-
дуемым мутациям, что позволяет рассматривать
ее как универсальный метод редактирования
(рис. 2д). Задача геномного редактирования с по-
мощью HDR в контексте генодерматозов состоит
во внесении уникальной точечной мутации в по-
следовательность гена, не затронув при этом ни
рамку считывания, ни важные кодирующие или
регуляторные области других генов. Изогенные
клеточные линии, отличающиеся от исходной
первичной линии лишь одним нуклеотидом, слу-
жат основой для получения биомедицинского
клеточного продукта, пригодного для аутологи-
ческой трансплантации. В этом продукте восста-
новлены функции поврежденного белка, при
этом он аутологичен клеткам пациента. Однако
необходимо также контролировать отсутствие
иммунного ответа пациента на новый антиген,
продукт генной терапии. Основную проблему
представляет крайне низкая эффективность про-
цесса HDR, особенно в первичных клетках. Для
биомедицинского применения HDR необходимо
повысить эффективность доставки системы ре-
дактирования в клетки и разработать эффектив-
ные методы отбора клеток, прошедших редакти-
рование. В настоящее время существует несколь-
ко стратегий отбора целевых клонов, таких как
проточная цитофлуориметрия, селекция с помо-
щью антибиотиков и отбор с помощью чувстви-
тельных методов цифровой ПЦР. С этой целью в
молекулы донорных ДНК вводят гены устойчи-
вости к антибиотикам или кДНК генов флуорес-
центных белков, а также дополнительные молча-
щие мутации, позволяющие отличить исходную

ДНК от донорной [32, 64, 91]. Редактированию с
использованием HDR подвергали первичные ке-
ратиноциты и фибробласты, а также иПСК [91].
Редактирование, опосредованное CRISPR/Cas9,
проводили также на органоидах с помощью метода,
называемого независимым от гомологии трансге-
незом органоидов (от англ. Homology-independent
Organoid Transgenesis, CRISPR-HOT). Использо-
вание флуоресцентного репортера позволило
увеличить эффективность отбора после редакти-
рования [92]. Двойной флуоресцентный репортер
применяли для детекции и количественной оцен-
ки ДЦР в геноме, определения прошедшей в
клетках HDR или с-NHEJ [93].

Если рассматривать методы редактирования
генодерматозов с применением HDR в хроноло-
гическом порядке, то первыми были опублико-
ванные в 2013 году работы с применением TALEN
[76]. В культивируемых первичных фибробластах
больного с диагнозом РДБЭ устранили точечную
мутацию, приведшую к образованию преждевре-
менного стоп-кодона в экзоне 14 гена COL7A1. В
последовательность донорной ДНК для анализа
отличий отредактированного аллеля от исходного
вводили точечные мутации: целевую с.1837 Т>С, а
также “молчащую” мутацию полиморфизма T>C,
разрушающую сайт расщепления рестриктазой
Apa1. Прошедшие редактирование клоны удалось
нарастить до количеств, превосходящих исполь-
зуемые при трансплантации пациенту (более 5 ×
× 108 клеток). Затем из первичных фибробластов,
прошедших генетическую коррекцию, получили
изогенные иПСК. Заметим, что еще раньше был
опубликован метод генетической коррекции до-
минантно-негативной мутации в гене KRT14 в ке-
ратиноцитах больного с БЭП [30]. HDR проходи-
ла с донорной молекулой на основе AAV6, содер-
жащей последовательность гена GFP вместо
экзона 3 KRT14 и фрагмент промотора KRT14 для
направленной специфической рекомбинации.
Показано, что эффективность HDR была выше,
чем при случайной интеграции вирусной после-
довательности в геном.

С использованием HDR с участием донорной
ДНК на основе rAAV (штамм AAV-DJ) проведено
также редактирование мутации в COL7A1 в
иПСК, изогенных клеткам пациентов с РДБЭ
[34]. Известно, что у пациентов с генерализован-
ной формой РДБЭ часто развивается агрессив-
ный плоскоклеточный рак. Однако неясно, обу-
словлено ли это хроническим воспалением или
связано с измененной регуляцией экспрессии ге-
нов, вызванной недостатком С7. В описанной
выше работе сравнили паттерны генной экспрес-
сии в иПСК пациентов и в иПСК здоровых доно-
ров, полученных репрограммированием [34].
Удалось выявить повышение экспрессии группы
генов, связанных с предрасположенностью к раз-
витию плоскоклеточного рака. Опосредованный
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CRISPR/Cas9 нокаут этих генов позволил полу-
чить популяцию изогенных клеток, не экспрес-
сирующих некоторые гены, способствующие раз-
витию плоскоклеточного рака [34]. Проведено
также опосредованное CRISPR/Cas9 редактиро-
вание изогенных иПСК двух пациентов с РДБЭ, у
одного из которых найдена гомозиготная инсер-
ция в экзоне 19 (c.2470insG), а у второго – слож-
ная гетерозиготная мутация в экзонах 19 и 32
(c.2470insG/c.3948insT) [91]. HDR проведена с ис-
пользованием короткого одноцепочечного оли-
гонуклеотидного донора (OOД) и плазмиды, содер-
жащей CRISPR/Cas9. Введение в состав этой плаз-
миды последовательности, кодирующей mCherry,
позволило отобрать нужную популяцию клеток с
помощью проточной цитофлуориметрии. Вполне
закономерно, что эффективность HDR была ни-
же в случае гомозиготной мутации (10%) и выше
для гетерозиготного аллеля (40%). Показано так-
же, что кератиноциты и фибробласты, репрограм-
мированные из иПСК, содержали специфические
для этих клеток маркеры дифференцировки. В этих
кератиноцитах и фибробластах, выращенных в
условиях 3D эквивалента кожи, после ксенотранс-
плантации образца эквивалента мышам с имму-
нодефицитом восстанавливалась экспрессия С7.
Наличие якорных фибрилл показано с помощью
просвечивающей электронной микроскопии сре-
зов реконструированного эквивалента кожи [91].

В 2018 году Izmyryan и соавт. c помощью
СRISPR/Cas9 провели успешное редактирование
генома первичных кератиноцитов и фибробла-
стов пациента с нонсенс-мутацией в экзоне 2
COL7A1(c.189delG)  [94]. В качестве донора для
HDR использовали лентивирус, не способный к
интеграции в геном, без гена устойчивости к ан-
тибиотику и флуоресцентного репортера. Эффек-
тивность HDR, оцененная с помощью цифровой
капельной ПЦР, составила 11 и 15.7% в кератино-
цитах и фибробластах соответственно. Это весьма
высокие показатели, если принять во внимание
первичные клетки с низкой эффективностью HDR
и отсутствием селекции после редактирования.

Обнаружено, что не во всех успешно прошед-
ших редактирование клетках происходит эффек-
тивное восстановление экспрессии С7, т.е. эф-
фективности редактирования гена и восстановле-
ния экспрессии С7 часто различаются. Свой
вклад вносит соотношение гетеро- и гомозигот-
ных мутаций после редактирования генома, про-
лиферативный потенциал клеток, их способность
к дифференцировке, а также доля эпидермаль-
ных стволовых кератиноцитов с высоким проли-
феративным потенциалом [95].

Интересен опыт редактирования генома гемо-
поэтических стволовых клеток CD34+, в резуль-
тате которого в этих клетках увеличилась экс-
прессия С7 [96]. Редактирование проведено с по-

мощью CRISPR/Cas9 и AAV6 в качестве донора
для HDR. В регуляторную область гена COL7A1
встраивали промоторный участок гена PPP1R12C
с акцепторным сайтом сплайсинга и ген GFP для
отбора отредактированных клонов с помощью
проточной цитофлуориметрии.

Опосредуемое СRISPR/Cas9 редактирование
генома проводили на модели ПоБЭ с мутацией
R635X в гене LAMB3, кодирующем субъединицу
ламинина 332 [97]. В этой работе для доставки
CRISPR/Cas9 использовали аденовирус, а донор-
ную ДНК вводили в состав модифицированного
лентивируса, не способного к интеграции в геном.

Пропуск экзона как метод терапии ВБЭ. Пока-
зана возможность пропуска некоторых экзонов
гена Col7A1 (экзоны 3, 80, и 105) и функциональ-
ная значимость образующегося в результате этого
укороченного продукта  [98]. Судя по опублико-
ванным данным, список таких экзонов COL7A1,
обнаруженных в различных популяциях, еще ши-
ре  [99–101]. Изучение значимости пропуска эк-
зонов, проведенное на группе пациентов с ДДБЭ
и РДБЭ в Нидерландах, позволило сделать вывод,
что пропуск экзона может вызвать развитие более
легкой формы заболевания с более стабильным
состоянием только у пациентов с рецессивной
формой заболевания  [102]. На основании этого
можно рекомендовать использование направлен-
ного пропуска экзона как метода коррекции му-
таций, вызывающих РДБЭ. Если направить Cas9
на специфическое разрезание ДНК в области ин-
тронов, прилегающих к экзону, содержащему му-
тацию, то, имея специфические сайты для направ-
ляющих РНК, можно изменить последователь-
ность целевой мРНК. Терапевтический эффект
основан на использовании укороченного функци-
онального белка, синтезируемого с модифициро-
ванной мРНК, полученной в результате измене-
ния сплайсинга и пропуска ряда экзонов (рис. 2в).

Впервые пропуск экзона применили в генной
терапии мышечной дистрофии Дюшенна [103].
Ген дистрофина, как и COL7A1, содержит доме-
ны, в состав которых входят экзоны, локализо-
ванные в одной рамке считывания. Исходно для
пропуска экзонов, несущих мутацию, применяли
антисмысловые олигонуклеотиды, воздействую-
щие на сплайсинг пре-мРНК  [104].

Методы повышения эффективности редактиро-
вания с участием HDR. Во многих сравнительных
исследованиях эффективности работы системы
CRISPR/Cas9 показано, что использование РНК-
белкового комплекса Cas9 с cr/tracrРНК более
эффективно, чем плазмид, их кодирующих. Для
редактирования генома при генодерматозах при-
меняют оба метода, поскольку использование
плазмид более экономично и очень удобно [32,
46, 91].
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В 2013 году была предложена мутантная Cas9
(Cas9n) – никаза. Нарушение активности RuvC-
домена (благодаря мутации D10A) никазы позво-
лило сильно снизить ее неспецифическую актив-
ность при редактировании [105]. Практически
сразу никазу начали применять для редактирова-
ния мутаций, вызывающих генодерматозы, преж-
де всего ВБЭ. Редактирование мутаций в генах
KRT14 и COL7A1, приводящих к БЭП и РДБЭ, по-
казало, что одновременное введение двух направ-
ляющих РНК сильно увеличивает эффективность
HDR и снижает неспецифические эффекты [32,
106]. Высокая эффективность HDR подтвержда-
ется тем, что последствия с-NHEJ обнаружива-
ются только в 11% клонов из более 80%, отредак-
тированных с помощью HDR [106].

Для увеличения эффективности редактирова-
ния применяют подходы, позволяющие избежать
повторного разрезания ДНК уже отредактиро-
ванного локуса. Например таких, как внесение в
донорную ДНК блокирующих мутаций, препят-
ствующих повторному узнаванию комплексом
СRISPR/Cas9, с возможностью последующего
устранения этих мутаций [107]. Примерно в поло-
вине работ, посвященных редактированию гено-
ма при ВБЭ, используется одноцепочечный до-
нор и, в значительной части, – двухцепочечная
матрица с возможностью последующей селекции
[82]. В обоих случаях в донорные ДНК вносят
“молчащие” нуклеотидные замены, которые не
меняют аминокислотную последовательность, но
приводят к образованию сайта узнавания эндо-
нуклеазой рестрикции, что позволяет отличать
клоны, подвергнутые HDR, от исходных матриц
[32]. В случае двухцепочечных донорных молекул
для селекции клонов, продуктов гомологичной
рекомбинации, применяют кассеты, кодирую-
щие флуоресцентные маркеры или гены устойчи-
вости к антибиотику [32, 82].

Методы доставки компонентов системы ре-
дактирования постоянно совершенствуются. На-
пример, разработаны подходы к доставке компо-
нентов с помощью электропорации [51], наноча-
стиц [108], трансдукции вирусных частиц и
трансфекции плазмид.

Интерес представляет применение транспозо-
на piggyBac для введения кассеты с геном устой-
чивости к антибиотику в плазмиду, несущую до-
норную ДНК, для HDR. Применение этого ме-
тода на иПСК позволило отредактировать
мутации в двух экзонах гена COL7A1 с помощью
CRISPR/Cas9  [64]. Редактирование преждевре-
менного стоп-кодона – мутации c.2005 C > T
(p.R669*) в экзоне 15, подтверждено секвенирова-
нием. С помощью Вестерн-блот-анализа получено
подтверждение экспрессии полноразмерного С7
после репрограммирования иПСК в кератиноциты.
Преимущество данной системы состоит в том, что

последовательность piggyBac можно легко бес-
следно удалить из генома отредактированных
клеток с помощью HDR.

Редакторы оснований (РО)
Дезаминирование, происходящее с удалением

аминогруппы из молекулы, приводит к транзици-
ям, заменам A:T на G:C в ДНК. В редактировании
геномов используют также дезаминазы, работаю-
щие в тандеме с модифицированными программи-
рованными нуклеазами, так называемые Редакторы
Оснований (РО) [109]. Главным преимуществом
этого подхода считается отсутствие генотоксиче-
ского эффекта (без накопления ДЦР не активиру-
ется система репарации). Совершенствование си-
стем РО путем направленной эволюции и белковой
инженерии привело к созданию высокоточных си-
стем с повышенной специфичностью. Важным па-
раметром РО-систем является “сужение окна”
активности дезаминазы на ДНК в пределах не-
скольких нуклеотидов от направляющей РНК
[110, 111]. РО также применили в генотерапии
РДБЭ [112]. Новая система редактирования, со-
держащая аденозиндезаминазу (ABE, от англ. Ad-
enosine deaminase Base Editor) в составе химерно-
го белка с Cas9n, локально специфически дезами-
нирует A:T в G:C, не внося при этом ДЦР в ДНК.
Предложена также система на основе цитозин-
дезаминазы (СBE), которая в составе с никазой
редактирует цитозин, осуществляя конверсию
С:G в Т:A (рис. 2е). Эта система особенно ценна
для редактирования в клетках человека, частыми
мутациями в которых являются замены T:A на
С:G [113].

Интерес представляет редактирование мута-
ции в гене, кодирующем трансглутаминазу 1
(TGM1) (рис. 1). Мутация c.607C > T приводит к
ламеллярному ихтиозу – орфанному аутосомно-
рецессивному заболеванию человека (табл. 1). У
семейной пары с одинаковой гетерозиготной му-
тацией в этом гене случалось невынашивание бе-
ременности. Секвенирование показало возник-
новение de novo герминальной мутации, посколь-
ку более 98% спермы пациента содержало эту
мутацию. С помощью двух разных РО на основе
цитидиндезаминаз семейства APOBEC (apolipo-
protein B mRNA editing enzyme, catalytic polypep-
tide-like) – SC-ABE max и ABE max-NG – прове-
дено редактирование на зиготах. Использование
этой системы обеспечило 73%-ную эффектив-
ность редактирования [28]. Таким образом пока-
зано успешное редактирование с помощью РО in
vivo на эмбрионах.

Новые методики редактирования
Эффективность редактирования можно повы-

сить путем изменения экспрессии факторов, вли-
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яющих на репарацию ДЦР, с помощью увеличе-
ния специфичности систем редактирования и
эффективности селекции клеток после редакти-
рования.

Снижение экспрессии p53 в клетках млекопи-
тающих увеличивает эффективность опосредо-
ванного CRISPR/Cas9 редактирования [114]. P53
стимулирует транскрипцию гена CKI, кодирующе-
го белок р21, который блокирует переход клетки на
следующую стадию клеточного цикла, останавли-
вая его либо в фазе G1, либо в G2/M-переходе. Не-
давно показали, что активность CRISPR/Cas9 в
клетках пигментного эпителия сетчатки с инак-
тивированным p53 выше, чем в клетках с интакт-
ным белком p53 [114]. Активация p53 при геноток-
сическом стрессе приводит к дифференцировке
иПСК, обеспечивая таким образом стабильность
генома стволовых клеток [115]. Если для редактиро-
вания генома используют иПСК, то временный
нокдаун гена Тp53, кодирующего p53, или экс-
прессия доминантно-негативного мутантного ва-
рианта р53 могут привести к повышению эффек-
тивности редактирования [116].

При редактировании с использованием с-
NHEJ скрининг приходится проводить без обога-
щения отредактированных клеток с помощью се-
лекции. Разнообразие возможных исходов репа-
рации может затруднять процесс получения нуж-
ных клонов, поэтому разрабатывается множество
моделей, направленных на предсказание этих ре-
зультатов. Большинство из них основано на ана-
лизе данных, полученных после редактирования
с использованием библиотек направляющих
РНК [117–119]. Эти подходы могут быть полезны-
ми при подборе эффективных направляющих
РНК и выборе участков для внесения разрыва. В
некоторых работах результаты репарации пред-
сказывают на основе поиска коротких гомоло-
гичных участков в области разрыва. В этом случае
репарация может идти по более предсказуемому
пути – с помощью соединения концов на основе
коротких участков микрогомологии (MMEJ, от
англ. Microhomology Mediated End Joining) [120,
121]. Этот вид репарации можно использовать в
качестве вспомогательного инструмента для бес-
шовного вырезания селективной кассеты после
редактирования методом HDR [122].

Альтернативным подходом к редактированию
с внесением одного или двух одноцепочечных
разрывов является система prime editing (PE), ко-
торая позволяет вносить в геном короткие инсер-
ции и делеции, а также более длинные фрагменты
последовательности. Эта система состоит из ги-
бридного белка spCas9(H840A) в одной рамке
считывания с обратной транскриптазой и моди-
фицированной направляющей РНК, которая со-
держит на 3′-конце донорную последователь-
ность для редактирования [123]. Поблемой при

использовании PE-системы является сложность
конструирования эффективной модифицирован-
ной направляющей РНК, однако в этой области
ведется активная работа [124]. Этот подход, не-
смотря на его новизну, начинают применять для
редактирования мутаций, вызывающих генодер-
матозы (неопубликованные данные).

МОДЕЛИ ГЕНОДЕРМАТОЗОВ 
НА ЖИВОТНЫХ, СОЗДАННЫЕ 

С ПРИМЕНЕНИЕМ 
РЕДАКТИРОВАНИЯ ГЕНОМОВ

Появление системы СRISPR/Cas9, ставшей
эффективным инструментом редактирования ге-
нома, расширило возможности моделирования
генодерматозов. Изучение молекулярных аспек-
тов заболеваний, например эпидермолитического
ихтиоза [125], обычно начинают с создания моде-
лей в клеточных культурах. Затем, при получении
потенциально клинически значимых результатов,
проводят доклинические исследования, для кото-
рых необходимо создание моделей на животных.
Систему CRISPR/Cas9 можно использовать в эм-
брионах животных и создавать с ее помощью му-
тации, ортологичные мутациям у человека [51].
Орфанные генодерматозы встречаются в изоли-
рованных популяциях диких животных или воз-
никают в процессе селекции, например, мутации
в гене Сol7a1 вызывают РДБЭ у собак некоторых
пород [126, 127] и у фордервальдской породы
крупного рогатого скота [128]. В гене тирозиназы
макаков резусов найдена мутация, вызывающая
альбинизм, сходный по проявлениям с глазокож-
ным альбинизмом у человека [129]. На модели
РДБЭ у собак породы ретривер изучено влияние
белковой терапии рекомбинантным C7 [83]. Од-
нако применение данных моделей серьезно огра-
ничивается структурными различиями кожи жи-
вотных и человека. Так, например, только у ново-
рожденных мышат структура эпидермиса сходна
с эпидермисом человека. Недавно у нескольких
детенышей из одного помета макаков резусов об-
наружили мутацию в гене krt5, вызывающую тя-
желую форму БЭП [130]. В 1999 году создали мы-
шей с нокаутом гена Col7a1, у которых с помощью
стабильной интеграции открытую рамку считы-
вания в области экзонов 46–69 заменили на ген
устойчивости к неомицину. Однако такие мыши
умирали через 2 недели после рождения [131].
Впоследствии получили другую линию гипо-
морфных мышей, которые имели все признаки
тяжелого заболевания при сохранении неболь-
шого уровня экспрессии С7. Опосредованное ре-
комбиназой Сre встраивание кассеты устойчиво-
сти к неомицину разрывало рамку считывания
коллагена после второго экзона, что привело к
значительному снижению количества белка [132].
Интересно, что в тканях гомозиготных трансген-
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ных животных оставалось некоторое количество
С7 (около 10%): синтез полноразмерного тран-
скрипта происходил, как выяснилось, за счет абер-
рантного сплайсинга в области экзона 2 Col7a1
[132]. Впоследствии получили модели с индуци-
бельным нокаутом Col7a1. С этой целью исполь-
зовали Сre-рекомбиназу, при помощи которой в
ответ на добавление тамоксифена вырезали фраг-
мента гена, начиная с экзона 2 [133]. Эти модели
использовали для проверки амелиоративного эф-
фекта генотерапевтических продуктов, напри-
мер, рекомбинантного белка C7, воздействия
лентивирусной трансдукции, инъекций аллоген-
ных мезенхимальных стволовых клеток [83, 134].
Индуцибельный нокаут Col7a1 позволил уточ-
нить время жизни С7 во внеклеточном матриксе
(белок живет примерно 30 дней, ранее считалось,
что намного дольше) и изучить механизмы наруше-
ния заживления ран при РДБЭ, особенности обра-
зования грануляционной ткани и привлечения кле-
ток, провоцирующих воспаление [135]. В 2017 году
систему редактирования генома CRISPR/Cas9 при-
менили in vivo сначала для создания гипоморф-
ных мышей с мутацией в экзоне 80 Col7a1, а затем
для редактирования этой мутации [51]. Получена
линия мышей с нокаутом эндогенного гена Col17
и встраиванием человеческого ортолога этого ге-
на с мутацией, вызывающей буллезный пемфиго-
ид – воспалительное аутоиммунное заболевание
кожи. Образование пузырей и эрозий на коже при
этом заболевании обусловлено выработкой анти-
тел IgG, направленных на компонент полудесмо-
сом – антиген буллезного пемфигоида, белок
BP180  [136]. На модели гуманизированной мыши
проверен терапевтический эффект аллогенной
трансплантации мезенхимальных стволовых кле-
ток человека.

На мышах моделировали эпидермолитиче-
ский ладонно-подошвенный кератоз, при кото-
ром наблюдаются нарушения в дифференциров-
ке и пролиферации эпидермиса с гиперкератозом
[137]. Ладонно-подошвенный кератоз вызывает-
ся аутосомно-доминантными мутациями в генах,
кодирующих кератины. С целью моделирования
этого заболевания получили трансгенных мышей
с гетерозиготной мутацией – инсерцией c.434de-
lAinsGGCT (p.Tyr144delinsTrpLeu) в Krt9. Эту му-
тацию удалили с применением CRISPR/Cas9 и
одиночной направляющей РНК. Три инъекции
этой системы in vivo привели к снижению уровня
экспрессии K9 (до 14.6%) и проявлений керато-
дермии.

Использование методов редактирования гено-
ма для моделирования генодерматозов на живот-
ных существенно продвинуло изучение механиз-
мов этих заболеваний, а в ряде случаев способ-
ствовало нахождению новых подходов к генной
терапии этих патологий.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Стратегии генной терапии уже более 15 лет

применяются при генодерматозах, в основном при
ВБЭ. Большое внимание уделяется созданию гено-
терапевтических препаратов, доступных для паци-
ентов с различными мутациями в одном и том же
гене. Использование системы CRISPR/Cas9 и ее
различных вариантов постепенно вытесняет
остальные методы генотерапии. В настоящее время
получено несколько патентов на использование
подходов ex vivo редактирования гена COL7A1, му-
тации в котором вызывают ДБЭ. Редактирование
генома первичных пациент-специфичных клеток
применяется не меньше, чем редактирование по-
лученных из них иПСК, с последующим репро-
граммированием в изогенные линии различного
типа. Вошедшее в практику широкомасштабное
секвенирование, проводимое после редактирова-
ния генома, позволяет быстро оценить его эф-
фективность и наличие неспецифических (off tar-
get) эффектов. Определяющее значение для под-
бора стратегии геномного редактирования имеет
тип мутации, характер ее наследования и нуклео-
тидное окружение. К доминантно-негативным
мутациям можно применять методы редактиро-
вания с получением нокаутов. После редактиро-
вания мутантных аллелей для получения целевых
клонов применяют функциональный отбор, на-
правленный на восстановление нормального фе-
нотипа. При редактировании рецессивно насле-
дуемых мутаций чаще используют HDR, которая
имеет низкую эффективность. Эффективность
HDR повышают с помощью различных подходов,
совершенствуют и методы доставки, и методы се-
лективного отбора целевых клонов.
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This review is devoted to the prospects for the use of fundamentally important approaches and methods for
the correction and therapy of genodermatoses, a group of inherited skin diseases. The greatest number of
methods was applicable for the group of inherited epidermolysis bullosa. Gene replacement using viral and
non-viral methods of delivery to cells has been replaced by genome editing using programmable nucleases
used both in vitro and in vivo. The focus is on more widely used methods applied in vitro to various cell types.
The description of the methods used is classified based on the use of DNA break repair pathways: the canon-
ical non-homologous end-reconnection pathway – cNHEJ, and directed homologous recombination –
HDR. The choice of editing strategy depends on the type of mutation causing the disease, the type of its in-
heritance, and the nucleotide environment of the mutation. Animal disease models obtained by genome ed-
iting are considered. The experience of developing methods for editing the genome and their application for
the treatment of genodermatoses, previously recognized as incurable, is summarized.

Keywords: genodermathoses, inherited epidermolysis bullosa, dominant mutation, recessive mutation, epi-
dermal keratinocytes, induced pluripotent stem cells, programmable nucleases, genome editing, repair, re-
combination, transgenic cells, gene therapy, transplantation
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Одно из перспективных приложений, возникших на основе системы CRISPR/Cas9, ‒ активатор-
ные системы, которые позволяют прицельно управлять уровнем экспрессии генов интереса в ис-
следуемых клетках. Однако по имеющимся данным эффективность их работы может значительно
изменяться в зависимости от типа клеток и используемой активаторной системы. Мы сравнили эф-
фективность трех активаторных систем: dCas9-VP160, dCas9-SunTag и dCas9-VPR ‒ в линии иммор-
тализованных фибробластов кожи человека для активации экспрессии генов OCT4, NANOG, PDX1,
FOXA2, NKX2-2, NKX6-1. Показано, что эффективность активации этих генов действительно зави-
сит от типа активаторной системы, а сила активации ‒ от времени работы активаторной системы.

Ключевые слова: CRISPR/Cas9, активация, dCas9-VP160, dCas9-SunTag, dCas9-VPR
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ВВЕДЕНИЕ

Знаменитая система редактирования генома
CRISPR/Cas9 послужила основой для широкого
спектра молекулярно-биологических методов и
приложений [1]. Помимо классического редакти-
рования генома, возникли методы, использую-
щие способность системы CRISPR/Cas9 целена-
правленно взаимодействовать с выбранными
участками геномной ДНК. Белок dCas9 (деакти-
вированная форма белка Cas9) может быть соеди-
нен с различными функциональными белками,
такими как активаторы (или репрессоры) тран-
скрипции. Таким образом, используя гидовые
РНК, комплементарные к промоторным обла-
стям генов интереса, можно изменять уровень
экспрессии этих генов, активировать их, если они
подавлены, и наоборот [2]. По-прежнему пре-
имущество данных систем ‒ их модульность, гиб-
кость и мультиплексность, поскольку замену
гидовых РНК (т.е. перенацеливание системы)
осуществить просто и в одну клетку можно
даставлять несколько их вариантов для актива-
ции нескольких генов одновременно.

Перечисленные свойства потенциально дела-
ют такие системы мощным инструментом для ис-
следования клеточной пластичности, процессов
репрограммирования клеток и выяснения роли
исследуемых генов в подобных процессах. От-
дельно стоит отметить, что, например, активация
экспрессии гена путем воздействия на его промо-
тор позволяет запустить “естественную” экспрес-
сию нескольких различных изоформ мРНК, в то
время как часто используемая для таких целей ви-
русная трансдукция рекомбинантного трансгена
позволяет экспрессировать лишь одну изоформу.

Потенциальной проблемой для работы акти-
ваторных систем могут быть различия в структуре
хроматина и доступности промоторных участков
генов интереса в клетках разных типов. Так, легко
предположить, что активация генов, отвечающих
за терминальную нейрональную дифференци-
ровку, будет происходить легче в нейральных
стволовых клетках, в то время как активация та-
ких генов в фибробластах кожи может быть менее
эффективна. Вместе с тем, отдельный вопрос,
требующий изучения, ‒ сила активации подоб-
ных активаторных систем. Например, известно,
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что лентивирусная трансдукция, в случае исполь-
зования конститутивного сильного промотора,
позволяет запустить экспрессию трансгена в де-
сятки тысяч раз сильнее фоновой экспрессии. В
то же время заранее неизвестно, во сколько раз
удастся увеличить уровень экспрессии генов ин-
тереса с помощью активаторных систем, а также
будет ли такое увеличение экспрессии достаточ-
ным или избыточным для изучаемого биологиче-
ского процесса.

В данной работе мы рассмотрели три разных
активаторных системы на основе CRISPR/dCas9:
dCas9-VP160, dCas9-SunTag и dCas9-VPR. Сравнили
их эффективность, а также изучили, как влияет на
эффективность работы системы dCas9-VPR дли-
тельность эксперимента. С этой целью мы полу-
чили три клеточные линии иммортализованных
фибробластов, постоянно экспрессирующие ком-
поненты соответствующих активаторных систем.
Затем сравнили эффективность работы этих систем
на примере трех транскрипционных факторов:
PDX1, OCT4, NANOG – и выбрали наиболее эф-
фективную систему. После этого мы активирова-
ли экспрессию транскрипционных факторов:
PDX1, NKX2-2, NKX6-1, FOXA2, OCT4, NANOG и
измерили уровень их экспрессии на 7, 14 и 28 сутки
культивирования после трансфекции соответ-
ствующих гидовых РНК. Нам удалось устано-
вить, что системы dCas9-VPR и dCas9-SunTag
значительно эффективней dCas9-VP160. Также
оказалось, что уровень экспрессии всех активи-
руемых генов, рассмотренных в этой статье, силь-
но зависит от длительности эксперимента, повы-
шаясь при увеличении времени культивирова-
ния. Максимальный уровень экспрессии каждого
из рассмотренных генов также значительно ва-
рьирует.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Культивирование клеток. В данной работе ис-

пользована иммортализованая линия фибробла-
стов кожи человека 1608. Эта клеточная линия
получена из первичных фибробластов кожи вве-
дением в них гена каталитического компонента
теломеразы (ген TERT). Клеточная линия любез-
но предоставлена Е.Е. Егоровым (ИМБ РАН
им. Энгельгардта, Москва, Россия) [3]. При пас-
сировании клеток использовали 0.05% Трипсин-
EDТА (“Life Technologies”, США). Клетки куль-
тивировали в среде DMEM (“ПанЭко”, Россия)
с 10%-ной фетальной телячьей сывороткой
(“Capricorn”, Германия) при 37°C, 5% CO2 и
100% влажности.

Лентивирусная трансдукция. Лентивирусные
частицы упаковывали с использованием системы
третьего поколения (“Invitrogen”, США) в клетки
HEK293TN. Клетки HEK293TN высевали за сут-
ки до трансфекции в количестве 600 тыс. клеток

на чашку Петри диаметром 6 см, затем проводили
трансфекцию коктейлем плазмид (вектор инте-
реса + 3 упаковочные плазмиды) при помощи PEI
(Polyethylenimine, линейная форма; “Sigma”,
США) в соотношении 6 мкл PEI (стоковый рас-
твор 6 мкг/мл) + 6 мкг плазмидной ДНК, в
100 мкл OPTI-MEM (“Gibco”, США). Трансфек-
ционную смесь добавляли к клеткам, затем через
4‒6 ч проводили смену среды на свежую. С этого
момента шло накопление вирусных частиц; через
72 ч среду с лентивирусными частицами собира-
ли, осветляли центрифугированием 200 g, 5 мин,
при комнатной температуре и фильтровали через
поры 0.45 мкм. Полученный вирусный суперна-
тант добавляли к клеткам-мишеням на одну ночь
в присутствии полибрена (конечная концентра-
ция 5 мкг/мл), на следующий день заменяли сре-
ду на свежую. Экспрессия трансгена выходила на
постоянный уровень примерно через 48‒72 ч.

Лентивирусные конструкции для экспрессии
компонентов систем трансактивации. Вектор для экс-
прессии системы dCas9-VP160 сконструировали на
основе вектора pAC154-dual-dCas9VP160-sgEx-
pression (Addgene plasmid #48240; http://n2t.net/
addgene:48240; RRID: Addgene_48240) [4], кото-
рый был любезно предоставлен Rudolf Jaenisch. С
этой целью в компании Евроген (ООО “Евро-
ген”, Москва, Россия), последовательность гена
dCas9-VP160 переклонировали в вектор для лен-
тивирусной трансдукции pLVT.

Векторы для экспрессии системы dCas9-
SunTag ‒ pHR-TRE3G-dCas9-10XGCN4-P2A-mCherry
(Addgene plasmid #122132; http://n2t.net/ad-
dgene:122132) и pHR-PGK-scFvGCN4-sfGFP-VP64
(Addgene plasmid #122133; http://n2t.net/ad-
dgene:122133) – любезно предоставлены Stanley Qi [5].
Вектор для экспрессии системы dCas9-VPR ‒ lenti-
EF1a-dCas9-VPR-Puro (Addgene plasmid #99373;
http://n2t.net/addgene:99373) – любезно предостав-
лен Kristen Brennand [6].

Подбор и клонирование гидовых РНК. После-
довательности гидовых РНК, нацеленные на про-
моторы различных генов для активации их экс-
прессии, представлены в табл. 1. Последователь-
ности гидовых РНК для активации генов OCT4 и
NANOG взяты из статьи Weltner c соавт. [7], по-
следовательности остальных гидовых РНК подобра-
ны при помощи ресурсов EPD (Eukaryotic Promoter
Database, https://epd.epfl.ch), ENSEMBL.ORG,
CRISPOR.TEFOR.NET.

Олигонуклеотиды, кодирующие вариабель-
ную часть гидовых РНК, синтезированы в компа-
нии “Евроген”. Данные олигонуклеотиды фос-
форилированы полинуклеотидкиназой T4 (“NEB”,
США) согласно инструкции производителя и
затем лигированы в линеаризованый вектор
pLKO5.sgRNA.EFS.tRFP с помощью ДНК лигазы
T7 (“NEB”). Вектор (Addgene plasmid # 57823;
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http://n2t.net/addgene: 57823) [8] любезно предо-
ставлен доктором Benjamin Ebert.

Выделение РНК и обратная транскрипция.
Клетки снимали с культурального пластика и со-
бирали центрифугированием. Тотальную РНК
выделяли с помощью набора ExtractRNA (“Евро-
ген”). Концентрацию РНК измеряли с помощью
спектрофотометра Implen P360 nanodrop system.
Для приготовления раствора кДНК отбирали
1 мкг тотальной РНК и обрабатывали ДНКазой
(“Thermo Fisher Scientific”, США) согласно ин-
струкции производителя. Первую цепь кДНК
синтезировали с помощью набора MMLV kit
(“Евроген”) с использованием олиго-dT прайме-
ров. Обратную транскрипцию проводили в тече-
ние 1 ч при 37°C и 10 мин при 70°C для остановки
реакции.

Количественная ПЦР. Количественную ПЦР
проводили с использованием амплификатора
CFX96 (“Bio-Rad”, США). Температурный про-
филь реакции: 1) 95°C, 10 мин; 2) 40 циклов: 95°C,
15 с и 60°C 1 мин; 3) построение кривой плавле-
ния в диапазоне от 60 до 95°C. Для приготовления
реакционных смесей использовали готовую
ПЦР-смесь HS-SYBR (“Евроген”). Для норми-
рования результатов использовали следующие
гены: C1orf43 и REEP5. Выбор референтных генов
проведен с помощью программы geNorm. Список
использованных праймеров представлен в табл. 2.
Для расчетов относительных уровней экспрессии
использовали ΔΔCT метод.

Иммуноцитохимия. Перед окрашиванием клет-
ки отмывали в PBS и фиксировали в течение
15 мин в 4%-ном растворе параформальдегида
при комнатной температуре. Затем их аккуратно
промывали в том же буфере еще три раза (по
5 мин при комнатной температуре). Клетки инку-
бировали в растворе первичных антител (анти-
Cas9, “Thermo Fisher Scientific”, cat# MA5-23519)
в блок-растворе (10% FBS и 0.1% Triton-Х-100 в
PBS) в течение 16–18 ч при 4°C, снова промывали
3 раза и инкубировали в растворе вторичных ан-
тител (Alexa Fluor 488 или Alexa Fluor 594 (“Thermo
Fisher Scientific”) в блок-растворе в течение 1 ч
при 37°C. Затем клеточные ядра окрашивали DAPI
(“Thermo Fisher Scientific”) (1мг/мл в PBS).
Снимки образцов получали с помощью флуорес-
центного микроскопа EVOS FL AUTO (Life Tech-
nologies, США).

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Получение клеточных линий, постоянно 

экспрессирующих компоненты
активаторных систем

Нами использована линия иммортализован-
ных фибробластов кожи человека 1608hT [3]. По-
лучены три линии клеток, постоянно экспресси-

рующих компоненты трех активаторных систем:
dCas9-VP160, dCas9-SunTag и dCas9-VPR, – с по-
мощью лентивирусной трансфекции соответ-
ствующих векторов [4‒6]. Клеточные линии на-
званы 1608-VP160, 1608-SunTag и 1608-VPR соот-
ветственно. Мы проверили наличие экспрессии
компонентов активторных систем с помощью им-
муноцитохимической окраски полученных клеточ-
ных линий антителами против Cas9. Результаты
представлены на рис. 1. Окраска на Cas9 показала
корректную локализацию преимущественно в яд-
рах окрашенных клеток. Таким образом мы под-
твердили, что компоненты активаторных систем
экспрессируются в полученных клеточных линиях.

Сравнение активаторных систем
Сравнивая три рассматриваемые активатор-

ные системы, мы использовали гидовые РНК,
комплементарные промоторам генов OCT4,
NANOG и PDX1. Гены OCT4 и NANOG – одни из

Таблица 1. Последовательности гидовых РНК

Целевой ген Последовательность, 5'→3'

OCT4 GGGGGGAGAAACTGAGGCGA
NANOG GCGCCAGGAGGGGTGGGTCTA
PDX1 GCCGCACCATAGGCTCCGCG
NKX2-2 GCCTTATATGGACTGATCGCT

GTGTGGACTCGCGAGCGACG
NKX6-1 GTCTAGGACTCGCGGAACGAA

GCTCTGCTCTTTCGGTCGCG
FOXA2 GGAGGAGGAGGTGTGGACCG

GTGCCAACCTCAGCCGCCACC

Таблица 2. Использованные праймеры

Ген Последовательность, 5'→3'

C1orf43 ACGCCTTTCAAGGGTGTACG
CAAAGACCCCTGTCCCATAGC

REEP5 ACTGCATGACTGACCTTCTGG
AGTCCGATGACACCAAGAGC

OCT4 ACCCACACTGCAGCAGATCA
CACACTCGGACCACATCCTTCT

NANOG GTCTCGTATTTGCTGCATCGT
AACACTCGGTGAAATCAGGGT

PDX1 CCCTGGGTGACCACTAAACC
CACAGCCTCTACCTCGGAAC

NKX2-2 CAATGACAAGGAGACCCCGG
GAAAAGCACTCGCCGCTTTC

NKX6-1 CGTTGGGGATGACAGAGAGT
CGAGTCCTGCTTCTTCTTGG

FOXA2 GTGAAATCCAGGTCTCGGGT
GCCCTTGCAGCCAGAATACA
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ключевых транскрипционных факторов поддер-
жания плюрипотентности в эмбриональных
стволовых клетках, а ген PDX1 ‒ ключевой тран-
скрипционный фактор продуцирующих инсулин
бета-клеток поджелудочной железы. Данные ге-
ны не экспрессируются (либо экспрессируются
на крайне низком уровне единичных транскрип-
тов) в фибробластах кожи человека. Далее при
помощи лентивирусной трансдукции мы доста-
вили в клетки линий 1608-VP160, 1608-SunTag и
1608-VPR несколько гидовых РНК для активации
целевых генов. Трансдукцию проводили для каж-
дой гидовой РНК по отдельности. В то же время
каждую клеточную линию трансдуцировали лен-
тивирусом, кодирующим гидовую РНК, не име-
ющую мишени в геноме человека (no target gRNA,
NTС-gRNA), и такие клеточные линии использо-
вали в качестве контроля сравнения. Через семь
суток после трансдукции из полученных клеток
выделили тотальную РНК и измерили уровни
экспрессии генов OCT4, NANOG и PDX1 методом
количественной ОТ-ПЦР в реальном времени. Да-
лее уровни экспрессии откалибровали по контроль-
ному образцу NTС-gRNA, для каждой точки экс-
перимента сделаны независимые биологические
повторы, результат по которым усредняли. Ре-

зультаты эксперимента представлены на рис. 2.
В целом, нам удалось зафиксировать значимую
достоверную активацию экспрессии исследуе-
мых генов. В среднем уровень экспрессии рас-
смотренных генов повысился в 3.8 раза для
dCas9-VPR, 3.9 раза для dCas9-SunTag и 1.2 раза
для dCas9-VP160. На основе полученных данных
сделан вывод о том, что активаторные системы
dCas9-SunTag и dCas9-VPR (второго поколения)
работают эффективней, чем dCas9-VP160 (перво-
го поколения). В целом данный факт согласуется
с опубликованными ранее результатами [2].

Исследование эффективности активаторной 
системы dCas9-VPR в зависимости 

от времени культивирования

Сравнив эффективность работы активаторных
систем в доступных нам условиях, для дальнейших
экспериментов мы выбрали систему dCas9-VPR.
Несмотря на то, что данная система показала срав-
нимую эффективность с системой dCas9-SunTag,
мы решили использовать dCas9-VPR ввиду более
простых технических нюансов при работе с лини-
ей (поддержание постоянной экспрессии всего
одного трансгена, в то время как dCas9-SunTag

Рис. 1. Окраска антителами против белка Cas9 клеточных линий, в которые трансдуцированы компоненты активатор-
ных систем dCas9-VP160, dCas9-SunTag, dCas9-VPR. Как видно, белок dCas9 локализован в ядрах клеток, –
следовательно, компоненты активаторных систем успешно экспрессируются. Флуоресцентная микроскопия, размер
шкалы – 200 мкм.

DAPI

1608-VP160

1608-SunTag

1608-VPR

Cas9 Merge
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требует поддержания экспрессия двух трансге-
нов, а также “забивает” два флуоресцентных ка-
нала). Поскольку уровень активации в предыду-
щем эксперименте был недостаточно сильным по
сравнению с литературными данными, мы реши-
ли проверить, как меняется уровень экспрессии
активируемых генов с течением времени. Для
этого использовали гидовые РНК, нацеленные на
промоторы генов OCT4, NANOG, PDX1, NKX2-2,
NKX6-1 и FOXA2. Клетки линии 1608-VPR тран-
сдуцировали лентивирусами, кодирующими ги-
довые РНК к вышеперечисленным генам, и
NTС-gRNA. Клетки культивировали и выделяли
из них тотальную РНК на 7, 14 и 28 сутки после
трансдукции. Уровень экспрессии активируемо-
го гена оценивали при помощи количественной
ОТ-ПЦР в реальном времени. Уровни экспрес-
сии откалибровали по контрольному образцу
NTС-gRNA, для каждой точки эксперимента
провели независимые биологические повторы и
результат усредняли. Результаты эксперимента
представлены на рис. 3. Мы наблюдали значи-
тельное достоверное повышение уровней экс-
прессии активируемых генов с течением времени.

Наиболее сильно возросла экспрессия гена
FOXA2 (примерно в 100, 1000 и 5000 раз на 7, 14 и
28 сутки после трансдукции соответственно).
Наиболее слабое увеличение экспрессии наблю-
дали для OCT4 (примерно в 21 раз на 28 сут после
трансдукции). В среднем уровни экспрессии ак-
тивируемых генов повысились в 30, 240 и 960 раз
на 7, 14 и 28 сутки эксперимента. Довольно широ-
кий разброс результатов между генами может
быть объяснен разным “качеством” гидовых
РНК, особенностями используемой клеточной
культуры, такими как доступность промоторных
участков целевых генов для гидовых РНК и исход-
ным уровнем экспрессии этих генов, а также осо-
бенностями регуляции экспрессии активируемых
генов в фибробластах.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Сравнив эффективность активационных си-

стем dCas9-VPR, dCas9-SunTag и dCas9-VP160 в
фибробластах кожи человека на примере генов
PDX1, OCT4 и NANOG, мы установили, что в сред-
нем уровень экспрессии рассмотренных генов

Рис. 2. Сравнение эффективности активаторных систем dCas9-VPR, dCas9-SunTag, dCas9-VP160. Уровни экспрессии
генов PDX1, OCT4 и NANOG в клеточных линиях 1608-VPR, 1608-SunTag и 1608-VP160 через 7 суток после трансдукции
лентивирусами, кодирующими гидовые РНК к генам PDX1, OCT4 и NANOG. Уровни экспрессии откалиброваны по
таковой в образцах, трансдуцированных конструкцией, кодирующей безтаргетную гидовую РНК NTС-gRNA. Бары
обозначают стандартное отклонение, каждое измерение проведено в трех технических и двух независимых биологи-
ческих повторах.
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выше в 3.8, 3.9 и 1.2 раза для dCas9-VPR, dCas9-
SunTag и dCas9-VP160 соответственно, что указы-
вает на превосходство систем активации второго
поколения по сравнению с системами первого.
Полученные нами результаты идентичны уже
опубликованным данным других исследователь-
ских групп. Так, группа исследователей под руко-
водством Tanenbaum M.E., разработавшая систе-
му dCas9-SunTag, провела сравнение эффектив-
ности своей системы с системой dCas9-VP64
(система первого поколения, практически аналог
dCas9-VP160) на примере активации гена CDKN1B в
клеточной линии HEK293. Они обнаружили, что
уровень экспрессии CDKN1B повышался более
чем в 3 раза и менее чем в 1.5 раза для систем
dCas9-SunTag и dCas9-VP64 соответственно [9].
Исследователи во главе с Blancafort P. использо-
вали систему dCas9-VPR для активации опухоле-
вого супрессора PTEN в клеточных линиях мела-
номы SK-MEL28 и рака молочной железы
SUM159. Через двое суток после трансфекции ги-
довых РНК уровень экспрессии PTEN вырос в 3 и
2.5 раза в соответствующих клеточных линиях
[10]. В работе Xi H. с соавт. [11] экспрессия PAX7 в

плюрипотентных клетках человека повысилась в
8 раз с помощью dCas9-VPR на вторые сутки по-
сле трансфекции гидовых РНК. Однако более ин-
тересные результаты представлены группой под
руководством Church G.M., разработавшей си-
стему dCas9-VPR. Они сравнили свою систему и
dCas9-VP64, используя гидовые РНК к генам,
участвующим в нейральной дифференцировке, в
плюрипотентных клетках человека и линии
HEK293. Оказалось, что система dCas9-VPR при-
мерно в 80 раз эффективней в HEK293 и в 15 раз – в
плюрипотентных клетках, чем dCas9-VP64 [12].
Кроме того, установлено, что в клетках HEK293
экспрессия NEUROD1 возрастала в 87 раз, в то
время как ASCL1 – в 4600 раз. Таким образом,
можно прийти к заключению, что эффективность
активации генов интереса зависит как от системы
активации, так и от особенностей используемого
типа клеток. Возможным объяснением таких раз-
личий могут служить профили конденсации хро-
матина и метилирования промоторов активиру-
емых генов, а также регулирование экспрессии
генов интереса со стороны различных тран-

Рис. 3. Изменение уровня экспрессии активируемых генов в клеточной линии 1608-VPR в зависимости от времени по-
сле трансфекции гидовых РНК. Уровни экспрессии измерены на 7, 14 и 28 сутки после трансдукции гидовых РНК.
Уровни экспрессии откалиброваны по уровню экспрессии в образцах, трансдуцированных конструкцией, кодирую-
щей безтаргетную гидовую РНК NTС-gRNA. Как можно видеть, экспрессия каждого из генов достоверно значительно
возрастает с течением времени культивирования. Бары обозначают стандартное отклонение, каждое измерение прове-
дено в трех технических и двух независимых биологических повторах. * Обозначает достоверное отличие (p-value < 0.05)
согласно t-критерию Стьюдента.
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скрипционных факторов в конкретной клеточ-
ной культуре.

Еще один фактор, влияющий на эффектив-
ность активации генов интереса ‒ подбор гидо-
вых РНК к промоторам этих генов. Задача опре-
деления оптимального участка промотора, как и
картирование промоторов, для определения оп-
тимального сайта связывания гидовых РНК пол-
ностью не решена в настоящий момент. Суще-
ствует две стратегии для решения этой задачи.
Первая состоит в подборе одновременно не-
скольких гидовых РНК к одному промотору (как
правило, до пяти на один промотор) и в сравне-
нии их по отдельности с выбором в последующем
наиболее эффективной. Эта величина для гидо-
вых РНК может значительно отличаться. Так, в
работе Liu P. с соавт. [13] обнаружено, что эффек-
тивность разных гидовых РНК для активации
SOX2 в линии эмбриональных фибробластов мы-
ши MEF отличается в 3‒5 раз. Похожие результа-
ты получены группой Tanenbaum M.E. с соавт. [9]
для гена CDKN1B в клеточной линии HEK293,
группой Hoogewijs D. с соавт. [14] для гена ADGB
в линиях HEK293 и MCF7, а также группой
Pyle A.D. с соавт. [11] для гена PAX7 в плюрипо-
тентных клетках. Второй стратегией может слу-
жить подбор несколько гидовых РНК и доставка
в клеточную культуру их эквимолярной смеси.
Такой подход позволяет сэкономить ресурсы на
проверке каждой гидовой РНК по отдельности,
однако может приводить к снижению эффектив-
ности активации в целом в культуре (поскольку
доля эффективных гидовых РНК будет снижена
за счет присутствия неэффективных РНК). С дру-
гой стороны, в случае, если внутри клетки оказы-
вается несколько гидовых РНК, которые садятся
на разные участки промотора, можно надеяться
на возникновение кумулятивного синергетиче-
ского эффекта и кратного повышения эффектив-
ности работы системы.

Мы использовали гидовые РНК к OCT4 и
NANOG, эффективность которых подтверждена в
работе Weltner с соавт. [7], а также подобранными
самостоятельно гидовыми РНК к генам PDX1,
NKX2-2, NKX6-1 и FOXA2. В случае генов NKX2-2,
NKX6-1 и FOXA2 применяли по две гидовых РНК
в эквимолярной смеси. Наблюдаемые значитель-
ные различия в эффективности активации рас-
сматриваемых генов (от 6 раз для OCT4 и 20 раз
для PDX1 на 7 сут после трансдукции) обусловле-
ны, по всей видимости, как качеством гидовых
РНК, так и особенностями использованной ли-
нии фибробластов кожи человека. Несмотря на
то, что полученные результаты свидетельствуют о
достоверно различимом эффекте активации экс-
прессии, этот уровень вряд ли может быть ис-
пользован для изучения процессов репрограмми-
рования одного типа клеток в другой или изуче-
ния клеточной пластичности. Так, по некоторым

оценкам, для репрограммирования соматических
клеток в плюрипотентные стволовые клетки уро-
вень экспрессии мастер-генов должен возрасти
более, чем в 1000 раз.

Низкая эффективность активации генов инте-
реса также может быть объяснена недостатком
компонентов активаторной системы и гидовых
РНК или недоступностью сайтов связывания гидо-
вых РНК с целевым промотором. В данной работе
мы использовали клеточные культуры с постоян-
ной экспрессией компонентов активаторных си-
стем и лентивирусную доставку конструкций, ко-
дирующих гидовые РНК. Такой подход позволяет
обеспечивать избыток необходимых компонен-
тов и устойчивую работу системы, поскольку, как
показано группой Hoogewijs D. [14], изменение
количества гидовой РНК и компонентов систе-
мы dCas9-VPR в широком диапазоне не приво-
дит к кратному росту эффективности актива-
ции гена ADGB в линии HEK293. Вместе с тем,
Liu P. с соавт. [13] установили, что с ростом про-
должительности эксперимента с 4 до 12 суток,
уровень экспрессии OCT4 в клетках MEF возрас-
тал в три раза, а экспрессия SOX2 – в 5. Hu W.
с соавт. [15] показали, что эффективность акти-
вации гена FibH в клетках BmE шелковичного
червя возрастает в 10 раз при увеличении продол-
жительности эксперимента с 24 до 60 ч. Опираясь
на эти данные, мы решили значительно продлить
время эксперимента и проверить, как будут ме-
няться уровни экспрессии активируемых генов в
течение 28 суток после доставки гидовых РНК.
Установлено, что экспрессия всех активируемых
генов (PDX1, OCT4, NANOG, NKX2-2, NKX6-1 и
FOXA2) значительно возрастает на 7, 14 и 28 сутки
культивирования; при этом в каждой временной
точке наблюдали значительный разброс в эффек-
тивности активации генов интереса. Так, на 7 сутки
эксперимента экспрессия усиливалась в 6‒20 раз, а
на 28 сутки ‒ в 22‒4000 раз. Заметим, что наиболь-
шая эффективность активации достигнута для ге-
на FOXA2, в то время как для остальных генов она
варьировала от 22 до 398 раз на 28 сутки культиви-
рования. Стоит отметить, что все активируемые
гены ‒ это гены транскрипционных факторов, не
характерных для фибробластов, и можно предполо-
жить, что исследуемые промоторы расположены в
областях компактного гетерохроматина. Мы пола-
гаем, что возрастание их экспрессии с увеличением
времени эксперимента можно объяснить пролифе-
рацией клеток, так как процессы клеточного деле-
ния сопровождают циклы конденсации–декон-
денсации хроматина, что увеличивает доступ-
ность сайтов связывания гидовых РНК с
целевыми промоторами. Широкий диапазон эф-
фективности активации, по-видимому, связан
также с регулированием экспрессии этих генов в
использованной нами линии фибробластов. На-
пример, ген FOXA2 представляет собой “пионер-
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ский” транскрипционный фактор, способный к
самостоятельной модификации гистонов, ремо-
делированию хроматина и профиля метилирова-
ния [16, 17]. В то же время гены PDX1, NKX2-2,
NKX6-1, OCT4 и NANOG регулируются большим
числом других транскрипционных факторов, от-
сутствие экспрессии которых в фибробластах мо-
жет снижать эффективность их активации.

Таким образом, экспериментально подтвер-
ждено, что системы трансактивации второго по-
коления: dCas9-VPR и dCas9-SunTag – более эф-
фективны, чем система первого поколения
dCas9-VP160. Эффективность активации в одних
и тех же клетках для разных генов разная, что, по
всей видимости, происходит из-за совокупности
факторов: качества гидовых РНК, выбора клеточ-
ной линии, особенностей эпигенетического
ландшафта в конкретном биологическом контек-
сте целевого промотора. Нам удалось подобрать
несколько гидовых РНК и вызвать достоверную
значимую активацию генов FOXA2, PDX1, NKX2-2,
NKX6-1, являющихся ключевыми транскрипцион-
ными факторами продуцирующих инсулин кле-
ток поджелудочной железы. Также эксперимен-
тально показана прямая зависимость степени ак-
тивации целевых генов от времени работы
системы, что, несомненно, необходимо учиты-
вать при планировании экспериментов по репро-
граммированию клеток при помощи трансакти-
ваторных систем на основе CRISPR/dCas9.
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The Efficiency of Gene Activation Using CRISPR/dCas9-Based Transactivation 
Systems Depends on the System Run Time
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One promising application based on the CRISPR/Cas9 system is the transactivator systems, which allow tar-
geted control of the genes expression levesl in cell culture. However, their performance has been reported to
vary considerably depending on the cell type and the activator system used. In this work, we compared the
efficacy of the three activator systems dCas9-VP160, dCas9-SunTag, and dCas9-VPR in an immortalized hu-
man skin fibroblast line to activate the expression of OCT4, NANOG, PDX1, FOXA2, NKX2-2, and NKX6-1
genes. It was shown that the efficiency of activation of these genes really depended on the type of activator
system, and the strength of activation depended on the duration of the activator system. 

Keywords: CRISPR/Cas9, activation, dCas9-VP160, dCas9-SunTag, dCas9-VPR
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Возможность редактирования генетической информации, которая появилась относительно недав-
но благодаря активному внедрению в исследовательскую и биомедицинскую практику программи-
руемых нуклеаз, открыла широкие перспективы применения, в том числе в таких важных областях,
как здравоохранение и агробиотехнологии. Одним из наиболее важных вопросов совершенствова-
ния технологий редактирования генетической информации, особенно в контексте терапевтическо-
го применения, остается вопрос доставки редакторов в клетки и ткани, а также управляемой и без-
опасной экспрессии этих трансгенов. В настоящий момент существуют системы вирусной и неви-
русной доставки. В представленном обзоре мы рассмотрим структурные элементы невирусных
экспрессионных векторов на основе ДНК и РНК, используемых в генном редактировании, а также
способы доставки этих векторов in vitro и in vivo.

Ключевые слова: экспрессионный вектор, синтетические мРНК, доставка генов, геномное редакти-
рование, Cas9, ZFN, TALEN, генная терапия, наночастицы
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ВВЕДЕНИЕ
На данный момент существуют три основных

варианта генетических редакторов ‒ это систе-
мы, основанные на использовании ZFN, TALEN
и CRISPR/Cas. Применение таких систем сопря-
жено с созданием векторов для экспрессии этих
белков. В настоящее время широкое применение
получили вирусные и невирусные экспрессион-
ные векторы. К невирусным относятся векторы
на основе ДНК, а также синтетических мРНК. В
общих чертах структура векторов на основе ДНК,
применяемых в редактировании генома, мало чем
отличается от векторов экспрессии других тера-
певтических рекомбинантных белков. В обоих
вариантах присутствуют такие структурные эле-
менты, как промоторы, энхансеры, поли(А)-по-
следовательности, селективные маркеры, сайт
инициации репликации и т.д. Отличия в структу-
ре касаются специфических элементов, необхо-
димых для функционирования редакторов гено-
ма и в каждой системе редактирования имеют
свои особенности. Так, в большинстве случаев с
последовательностью геномного редактора сли-
вают сигнал ядерной локализации, а векторы, не-
сущие системы CRISPR-Cas, содержат промото-

ры для РНК-полимераз типа II и III, поскольку
кроме белков необходимо получать гидовую (на-
правляющую) РНК.

Молекулы РНК также можно использовать в
качестве экспрессионного вектора для синтеза
терапевтических белков, в том числе для генети-
ческого редактирования клеточной ДНК, причем
такой способ доставки имеет ряд существенных
преимуществ перед ДНК-векторами. Так, при
использовании РНК вероятность интеграции
вектора или его частей в геном крайне мала, что
практически исключает события мутагенного ха-
рактера. Вторым существенным преимуществом
является то, что РНК в комплексе с липидными
наночастицами представляет собой биодегради-
руемый носитель. Еще один плюс РНК состоит в
том, что такому вектору не нужно сначала по-
пасть в ядро клетки – трансляция трансгена про-
исходит сразу после попадания в цитоплазму. На-
конец, транзиентный характер экспрессии транс-
гена с РНК также лучше поддается контролю, что
позволяет избежать чрезмерной продукции таких
трансгенов, как молекулы генных редакторов, и
снижает риск неспецифичного редактирования
генома клетки. Необходимо отметить и основные
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недостатки использования искусственных РНК-
носителей. Ограничения прежде всего обусловле-
ны нестабильностью РНК, а также высокой им-
муногенностью чужеродной РНК, что связано со
сформированными эволюцией механизмами
противовирусного иммунитета у эукариот.

Потенциал биомедицинского использования
синтетических мРНК был продемонстрирован в
1990 году в эксперименте по экспрессии разных
белков в клетках скелетных мышц мышей. Одна-
ко проблемы с вне- и внутриклеточной стабиль-
ностью, иммуногенностью РНК, а также слож-
ность масштабного производства затормозили
распространение использования синтетических
мРНК в терапевтических целях. В настоящее вре-
мя синтез одноцепочечных молекул РНК in vitro –
это широко распространенная лабораторная про-
цедура, которая активно используется как для
изучения РНК, так и для получения терапевтиче-
ских препаратов на основе РНК. Этот способ
применим для биохимического и молекулярного
анализа РНК, изучения РНК-белковых взаимо-
действий, а также для структурного анализа ком-
плексов, создания РНК-аптамеров, синтеза
функциональных мРНК для экспрессии и полу-
чения малых РНК, влияющих на экспрессию ге-
нов (например, направляющих РНК для генных
редакторов). Кроме того, синтезированные in vitro
РНК сыграли важную роль в разработке РНК-
вакцин и инструментов редактирования генома
CRISPR/Cas9, ZFN, TALEN, а также в создании
плюрипотентных стволовых клеток и методов ди-
агностики, основанных на амплификации РНК.

В данном обзоре мы рассмотрим основные
структурные элементы экспрессионных векторов
на основе ДНК и РНК, в том числе, используе-
мых в редактировании генов, а также способы их
доставки in vitro и in vivo.

СТРУКТУРНЫЕ ЭЛЕМЕНТЫ 
ЭКСПРЕССИОННЫХ ВЕКТОРОВ 

НА ОСНОВЕ ДНК ДЛЯ ДОСТАВКИ 
ГЕНОМНЫХ РЕДАКТОРОВ

Промоторы

Промотор – это нуклеотидная последователь-
ность, с которой специфически связывается ком-
плекс РНК-полимеразы, что приводит к инициа-
ции транскрипции нуклеотидной последователь-
ности, расположенной ниже промотора. В клетках
млекопитающих присутствуют несколько типов
РНК-полимераз, каждая из которых взаимодей-
ствует со специфическими промоторами. Чаще
всего исследователей интересуют промоторы, ко-
торые способны взаимодействовать с РНК-поли-
меразой II, поскольку именно эта полимераза от-
ветственна за синтез мРНК, с которых синтезиру-
ются полипептиды [1]. Функционирование любого

промотора осуществляется за счет взаимодействия
белков, входящих в состав РНК-полимеразы, с
определенными нуклеотидными мотивами в со-
ставе промотора. В структуре промоторов млеко-
питающих, взаимодействующих с РНК-поли-
меразой II, выделяют около 10 различных моти-
вов, из которых наиболее известны инициатор
и ТАТА-бокс, но помимо них есть еще МТЕ,
BREu, BREd, XCPE1 и другие [2]. Большинство
мотивов имеют фиксированное положение на
промоторе относительно точки старта тран-
скрипции, однако, например, CpG-островки мо-
гут располагаться в различных позициях. В строе-
нии промоторов важно как положение мотивов,
так и их состав. На основе этих двух параметров
промоторы делят на два типа: рассеянные и сфо-
кусированные. К рассеянному типу чаще всего
относятся промоторы, обеспечивающие экспрес-
сию генов домашнего хозяйства. В них часто отсут-
ствуют инициатор и ТАТА-бокс, но содержится
большое количество CpG-островков. Эти промото-
ры обеспечивают стабильную умеренную экспрес-
сию контролируемого гена. В качестве примера
можно рассмотреть промотор гена фосфоглицерат-
киназы человека (hPGK). Этот промотор содержит
большое количество CpG-островков, однако в нем
отсутствуют ТАТА-бокс и последовательность ини-
циатора. В промоторах сфокусированного типа,
напротив, чаще всего мало CpG-островков, но
присутствуют мотивы, обеспечивающие сильное
взаимодействие с комплексами РНК-полимера-
зы. Это, к примеру, инициатор и ТАТА-бокс [3].
В клетке такие промоторы обычно обеспечивают
экспрессию на высоком уровне в короткие сроки.
Промоторы этого типа часто встречаются в гено-
мах вирусов. К промоторам сфокусированного
типа относятся промотор вируса SV40 или промо-
тор гена EF1a человека. Поскольку при создании
векторов исследователи хотят добиться высокого
уровня экспрессии рекомбинантных белков, они
используют промоторы именно сфокусирован-
ного типа. На практике оказывается, что многие
такие промоторы имеют вирусную природу, к
примеру, промотор SV40 или цитомегаловируса
(CMV). Иногда возникает потребность в РНК-
продукте, структура которого отличается от
структуры мРНК. В частности, это необходимо
для получения направляющей РНК для системы
редактирования генома CRISPR/Cas. С этой це-
лью используют промотор, который взаимодей-
ствует с РНК-полимеразой III, например, промо-
тор U6 [4]. Помимо промоторов, обеспечиваю-
щих стабильную экспрессию, существуют и
индуцируемые промоторы. Промоторы этого ти-
па могут относиться как к рассеянным, так и к
сфокусированным, однако в состав такого про-
мотора входит регуляторный элемент, через кото-
рый и осуществляется контроль экспрессии [5]. В
качестве примера можно привести такую индуци-
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бельную систему, как Tet-On или термоиндуци-
бельный промотор Hsp70. Такие промоторы бы-
вают выгодными при цитотоксичности синтези-
руемого белка, или когда необходимо дать
клеточной культуре время для роста, прежде чем
экспрессировать целевой ген. Промоторы еще
одного типа, имеющие много общего с индуци-
бельными промоторами, это тканеспецифичные
промоторы, которые могут относиться как к рас-
сеянному, так и к сфокусированному типу, но
содержат мотив или мотивы, с которыми специ-
фически взаимодействует какой-либо белок. В
большинстве случаев таким белком является
тканеспецифичный фактор транскрипции. Из-
за того, что экспрессия гена под контролем таких
промоторов будет происходить строго в опреде-
ленном типе ткани, их применяют при генетиче-
ском редактировании in vivo [6]. В качестве при-
мера можно привести промотор SLPI, активный в
некоторых видах карцином и на низком уровне
обеспечивающий экспрессию гена ингибитора
секретируемой лейкопротеазы в печени. Промо-
торы бывают различной “силы”, т.е. определяют
разный уровень экспрессии гена. Они могут обес-
печивать как стабильную экспрессию генов, так и
экспрессию в определенном типе тканей под дей-
ствием некоего индуктора, имеют разный размер,
который может колебаться от сотен до тысяч нук-
леотидов – все эти параметры нужно подбирать,
исходя из потребностей эксперимента.

Энхансеры

Энхансеры увеличивают уровень экспрессии
гена за счет повышения локальной концентрации
транскрипционных факторов. Как и промоторы,
энхансеры осуществляют свою функцию, ис-
пользуя множество мотивов, которые привлека-
ют транскрипционные факторы. [7]. В геноме эн-
хансеры чаще всего находятся далеко от контроли-
руемого промотора, вплоть до того, что промотор и
энхансер могут располагаться на разных хромосо-
мах [8]. При этом за счет архитектуры ДНК эн-
хансеры находятся около подконтрольного про-
мотора, что является обязательным условием ра-
боты энхансера. Однако в векторах энхансеры
располагаются перед промотором. Эукариотиче-
ские энхансеры чаще всего имеют довольно боль-
шой размер, поэтому широкое применение нашли
вирусные варианты этих элементов, имеющие не-
большой размер. Так, широко используется энхан-
сер CMV [9], с которым сливают как вирусные, так
и эукариотические промоторы. Большинство век-
торов, используемых в настоящее время, содер-
жат энхансер, так как это позволяет повысить
уровень экспрессии целевого гена.

Нетранслируемые последовательности
Трансляция полипептида начинается с ини-

циаторного кодона (старт-кодона) AUG, но для
ее успешной инициации необходимо, чтобы
старт-кодон находился в определенном нуклео-
тидном окружении – в последовательности Ко-
зак. Этот мотив довольно консервативен: у выс-
ших эукариот он представлен последовательно-
стью GCC(A/G)CCATGG, особенно важными в
которой являются нуклеотиды в положении –3 и +4
[10]. Функционирование последовательности Ко-
зак осуществляется за счет взаимодействия с 40S
субъединицей рибосомы и факторами инициа-
ции трансляции. В процессе сканирования мРНК
рибосома задерживается на вторичной структуре,
образованной последовательностью Козак, что
повышает вероятность инициации трансляции
[11]. При создании вектора последовательность
Козак обязательно встраивают непосредственно
перед геном, поскольку без нее эффективность
трансляции будет значительно ниже. С 3′-конца
мРНК располагается поли(А)-хвост – последова-
тельность, которая значительно повышает ста-
бильность мРНК и эффективность трансляции.
Для синтеза поли(А) в составе мРНК в плазмиду
должен быть включен сигнал полиаденилирова-
ния – консервативная последовательность с мо-
тивом AATAAA, за которым следует GT-богатая
область. мРНК без поли(А)-хвоста подвергается
быстрой деградации клеточными нуклеазами, что
негативно влияет на общую эффективность экс-
прессии трансгена [12]. Поэтому включение в
экспрессионную кассету сигнала полиаденили-
рования после каждой белоккодирующей после-
довательности также является обязательным эта-
пом при создании вектора, экспрессирующего
рекомбинантный белок.

Селективный маркер
Селективный маркер помогает провести отбор

успешно трансформированных клеток. Зачастую
в качестве такого элемента используют гены
устойчивости к какому-либо антибиотику, это
позволяет быстро отобрать трансфицированные
клетки по принципу их выживаемости после до-
бавления соответствующего антибиотика в пита-
тельную среду. К тому же присутствие гена устой-
чивости к антибиотику позволяет убедиться, что
плазмида не будет элиминирована клеткой со
временем, поскольку при постоянном давлении
антибиотика клетке для выживания необходимо
экспрессировать ген устойчивости к антибиоти-
ку. В целях экономии места селективный маркер
можно экспрессировать в одной рамке считыва-
ния вместе с трансгеном, используя 2А пептид
или IRES-элемент [13]. Однако стоит учитывать,
что уровень экспрессии под контролем IRES-эле-
мента значительно ниже чем под контролем про-
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мотора. Помимо генов устойчивости, в качестве
маркера селекции в эукариотических клетках ис-
пользуют также флуоресцентные белки, такие
как GFP. В таком случае трансформанты отбира-
ют с помощью клеточных сортеров. Такой подход
уместен, когда необходимо временно экспресси-
ровать трансген, после чего желательно, чтобы
плазмида была элиминирована из клетки и в
дальнейшем не нагружала клеточный трансляци-
онный аппарат [14]. В частности, такой подход
используется при создании плазмид, несущих
генные редакторы. Свечение флуоресцентных
белков позволяет отобрать трансформанты, а ге-
нетические редакторы работают в течение корот-
кого срока, после чего плазмида утилизируется
путем деградации. Также в плазмидах присут-
ствует “бактериальная” часть, которая необходи-
ма для получения большого количества плазмиды
перед трансфекцией эукариотических клеток. В
бактериальной части в обязательном порядке при-
сутствует прокариотический селективный маркер,
чаще всего это ген устойчивости к ампициллину.
Этот ген позволяет культивировать клетки Esche-
richia coli на среде, содержащей ампициллин, и, что
важнее, удерживать плазмиду в клетке.

Сигнальный пептид
Зачастую бывает недостаточно просто экс-

прессировать целевой ген, необходимо обеспе-
чить секрецию белка из клетки или его поступле-
ние в компартмент, в котором он должен функци-
онировать. С этой целью используют сигнальные
пептиды, кодируемые 5'-концевым участком нук-
леотидной последовательности трансгена. В итоге
синтезированный белок доставляется в клеточный
компартмент, определяемый сигнальным пепти-
дом. Генетические редакторы обычно сливают с
сигналами ядерной локализации, вследствие чего
синтезированный редактор доставляется в клеточ-
ное ядро, где и проявляет свою активность [15].

Точка начала репликации
Еще один важный компонент бактериальной

части вектора – точка начала (ориджин) реплика-

ции. Это область, с которой начинается синтез
копий плазмиды в бактериальной клетке. По сути
это регуляторный участок, от которого зависит ко-
личество копий плазмиды в клетке: бывают низко-
копийные и высококопийные ориждины репли-
кации. Поскольку исследователям чаще всего не-
обходимо получить большое количество копий
плазмиды, широкое распространение получил вы-
сококопийный ориджин репликации ColE1 [16].

Использование экспрессионных векторов на основе 
ДНК для доставки геномных редакторов

Суммируя все сказанное, карту базового век-
тора для экспрессии рекомбинантных терапевти-
ческих белков можно схематично представить
следующим образом. Базовый вектор должен
иметь бактериальную часть, которая будет состо-
ять из ориджина репликации для получения боль-
шого количества копий плазмиды в E. coli и прока-
риотического селективного маркера устойчивости
вектора в клетках E. coli. В “эукариотической” ча-
сти вектора должны находиться слитые энхансер и
промотор, под контролем которого будет экспрес-
сироваться некий целевой белок. С 5′-конца по-
следовательности, кодирующей белок, должна
располагаться последовательность Козак, а с
3'-стороны – сигнал полиаденилирования с тер-
минатором. Если вектор предполагается использо-
вать in vitro, то необходим эукариотический селек-
тивный маркер, контролируемый вторым промото-
ром, такой как ген устойчивости к антибиотику,
поскольку этот маркер тоже является белком, необ-
ходимы также последовательности Козак и по-
ли(А) (рис. 1).

В качестве примера строения вектора, несуще-
го генетический редактор на основе ZFN, можно
рассмотреть векторы, представленные в работе
Zou J. и соавт. [17]. Предложенный ими вектор
содержит целевой ген – последовательность, коди-
рующую химерный белок, состоящий из домена
нуклеазы FokI и собственно цинковых пальцев, ко-
торые направят нуклеазу к нужному участку генома.
Кроме того, с 5′-стороны последовательности, ко-
дирующей белок, находится сигнал ядерной лока-
лизации. В качестве маркера селекции вектор со-

Рис. 1. Строение базового вектора для эукариотической экспрессии терапевтических белков. 1 – ориджин реплика-
ции; 2 – прокариотический селективный маркер; 3 – прокариотический промотор; 4 – эукариотический энхансер; 5,
9 – эукариотический промотор, специфически взаимодействующий с РНК-полимеразой II; 6, 10 – последователь-
ность Козак; 7 – ген целевого белка; 8, 12 – сигнал полиаденилирования; 11 – эукариотический селективный маркер.

Эукариотическая частьБактериальная часть

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
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держит ген устойчивости к бластицидину, обеспе-
чивающий быстрый отбор трансфицированных
клеток. В остальном это типичный вектор для син-
теза рекомбинантных белков (рис. 2а). Редакторы
могут быть направлены не только в клеточное яд-
ро, но и в митохондрии [18]. Поскольку компарт-
мент, в котором должно происходить редактиро-
вание, отличен от ядра, то с N-конца белка поме-
стили сигнал транспорта в митохондрии.
Синтезируемый белок поступал в митохондрии,
где проявлялась активность эндонуклеазы FokI.

Нацеливание на участок-мишень в техноло-
гии, основанной на использовании TALEN, обес-
печивали эффекторные ДНК-связывающие до-
мены, а расщепление осуществлял домен нукле-
азы FokI. Эффекторные ДНК-связывающие
домены – это небольшие, довольно консерватив-
ные участки, состоящие из 33–34 аминокислот-
ных остатков с вариабельными остатками в пози-
циях 12 и 13. Взаимодействие с ДНК происходит
за счет вариабельных аминокислот. Если не-
сколько таких узнающих доменов расположить
последовательно, то можно узнавать различные
мотивы в ДНК. Таким образом, в данном случае
синтезируется химерный белок, который состоит
из домена TALEN и нуклеазы FokI, соединенных
спейсером. Следовательно, вектор для экспрес-
сии генетического редактора на основе TALEN
также не будет отличаться от базового вектора,
определяющего синтез рекомбинантных белков,
поскольку весь редактор представляет собой один

большой белок [19] (рис. 2а). В качестве примера
можно рассмотреть работу Kim Y.H. и соавт., кото-
рые попытались с помощью генетического редакто-
ра на базе TALEN изменить набор антигенов на по-
верхности эритроидных клеток-предшественни-
ков, чтобы получить кровь универсальной I группы
из крови любой другой группы [20]. К нуклеотид-
ной последовательности, кодирующей TALEN,
присоединили сигнал ядерной локализации, в
остальном этот вектор можно назвать стандарт-
ным, за исключением одной особенности – в нем
отсутствует эукариотический селективный мар-
кер, но это обусловлено спецификой и требова-
ниями эксперимента. К недостаткам систем, ос-
нованных на ZFN и TALEN, относится слож-
ность создания узнающих доменов, а иногда и
невозможность подобрать модули для узнавания
нуклеотидной последовательности. Преимуще-
ством же является относительно небольшой раз-
мер вектора экспрессии.

В отличие от ZFN и TALEN генетический ре-
дактор на базе CRISPR/Cas представляет собой
комплекс, состоящий из эндонуклеазы Cas и на-
правляющей РНК. В этом и будет заключаться
основное отличие вектора экспрессии редактора
CRISPR/Cas [21]. Синтезируемая направляющая
РНК по структуре существенно отличается от
РНК, синтезируемых РНК-полимеразой II. В на-
правляющей РНК отсутствуют кеп и поли(А)-
хвост, характерные компоненты мРНК. Для син-
теза такой РНК необходимо использовать РНК-

Рис. 2. Строение векторов для экспрессии генетических редакторов в эукариотических клетках. а – Векторы экспрес-
сии для редактирования генома с использованием ZFN и TALEN очень похожи, отличается лишь элемент 8. Так, в
первом случае нацеливание осуществляется цинковыми пальцами, а во втором – эффекторным ДНК-связывающим
доменом. 1 – ориджин репликации; 2 – прокариотический селективный маркер; 3 – прокариотический промотор; 4 –
эукариотический энхансер; 5, 11 – эукариотический промотор, специфически взаимодействующий с РНК-полимера-
зой II; 6, 12 – последовательность Козак; 7 – сигнальный пептид ядерной локализации; 8 – цинковые пальцы/эффек-
торный ДНК-связывающий домен; 9 – эндонуклеаза FokI; 10, 14 – сигнал полиаденилирования; 13 – эукариотиче-
ский селективный маркер; б – 1 – ориджин репликации; 2 – прокариотический селективный маркер; 3 – прокарио-
тический промотор; 4 – эукариотический энхансер; 5, 10 – эукариотический промотор, специфически
взаимодействующий с РНК-полимеразой II; 6, 11 – последовательность Козак; 7 – сигнальный пептид ядерной лока-
лизации; 8 – белок Cas, обладающий эндонуклеазной активностью; 9, 13 – сигнал полиаденилирования; 12 – эукари-
отический селективный маркер; 14 – промотор U6, специфически взаимодействующий с РНК-полимеразой III; 15 –
последовательность направляющей РНК.
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полимеразу III, следовательно, в состав вектора
должен входить промотор, который способен вза-
имодействовать с такой полимеразой. Наиболее
часто используется промотор U6 человека [22]. В
остальном же состав вектора будет таким же, как
у типового вектора, используемого для синтеза
рекомбинантных белков (рис. 2б). В качестве
примера можно рассмотреть вектор из исследова-
ния, выполненного Gabriel C.H и соавт. [23]. В
этой работе редактор на базе CRISPR/Cas ис-
пользовали для получения нокаутов генов. В ка-
честве селективного маркера использовали GFP,
который экспрессировали с той же рамки считы-
вания, что и белок Cas9. Для получения двух бел-
ков между Cas9 и GFP поставили 2А пептид. Еще
одно отличие состоит в том, что промотор, под
контролем которого экспрессировали Cas9, не
был слит с энхансером, вместо этого после про-
мотора находился интрон. Этот элемент также
может усилить экспрессию целевого продукта.

Таким образом, можно сказать, что помимо
стандартных элементов в состав экспрессионного
вектора могут входить различные функциональ-
ные элементы. Если необходимо поместить плаз-
мидную ДНК в вирусные частицы, то вектор дол-
жен содержать участки, с которыми специфически
взаимодействует вирусный капсид. Экспрессия
трансгена может модулироваться также путем
включения каких-либо регуляторных элементов. В
конечном итоге выбор элементов зависит либо от
требований эксперимента, либо от области терапев-
тического применения генного редактирования.

СТРУКТУРНЫЕ ЭЛЕМЕНТЫ 
СИНТЕТИЧЕСКИХ мРНК ДЛЯ ДОСТАВКИ 

ГЕНОМНЫХ РЕДАКТОРОВ

Структура природных мРНК

мРНК, синтезируемая в ядре, подвергается
различным модификациям, после чего она транс-
лируется в цитоплазме. После модификации 5'- и
3'-концов мРНК становится функционально ак-
тивной. Транскрибируемая мРНК подвергается
сплайсингу, а также двум значительным модифи-
кациям. К первому трифосфату с 5'-конца пре-
мРНК через особую 5'-5'-связь добавляется 7-ме-
тилгуанозин и образуется структура, известная
как кеп. Эта структура защищает зрелую мРНК от
деградации, а также способствует ядерному
транспорту и эффективной трансляции. Вторая
модификация – посттранскрипционное добавле-
ние на 3'-конец молекулы РНК поли(A)-хвоста
примерно из 100–250 остатков аденозина. Добав-
ление поли(A)-хвоста придает стабильность мо-
лекуле мРНК, способствует экспорту мРНК в ци-
тозоль и вместе со структурой 5'-кепа участвует в
образовании трансляционно-компетентного ри-
бонуклеопротеинового комплекса. Зрелая мРНК

образует кольцевую структуру (замкнутую пет-
лю), соединяя кеп с поли(А)-хвостом через кеп-
связывающий белок eIF4E (эукариотический
фактор инициации трансляции 4E) и поли(А)-
связывающий белок (PABP), которые взаимодей-
ствуют с eIF4G (эукариотический фактор ини-
циации трансляции 4G). Таким образом, основ-
ные требования к функциональной мРНК – это
наличие кепа (7-метилгуанозина) на 5'-конце и
поли(A)-хвоста на 3'-конце [24].

Транскрипция и кепирование синтетических мРНК
Транскрипция – один из основных биологи-

ческих процессов, формирующих центральную
догму молекулярной биологии. ДНК-зависимые-
РНК-полимеразы, которые осуществляют эту
стадию передачи генетической информации, рас-
пространены во всех формах жизни. Как прави-
ло, эти ферменты представляют собой сложные
мультисубъединичные комплексы, которые осу-
ществляют транскрипцию генов прокариот и эу-
кариот in vivo. In vitro мРНК синтезируют с ис-
пользованием полимераз бактериофагов (T7, T3 и
SP6) – односубъединичных ферментов, для ак-
тивности которых требуются только ионы Mg2+.
Матрицей для транскрипции in vitro выступает
молекула ДНК (ПЦР-фрагмент или линеаризо-
ванная плазмида), которая содержит последова-
тельность соответствующего промотора. Далее
фермент синтезирует комплементарную молеку-
лу РНК, по окончании процесса транскрипцион-
ный комплекс диссоциирует, так что ДНК-мат-
рица и фермент могут повторно использоваться в
реакции. Благодаря этому процессу выход синте-
тической мРНК может достигать миллиграммо-
вых количеств. После транскрипции РНК обра-
батывают ДНКазой I для удаления ДНК-матрицы
и очищают перед кепированием. Этот метод поз-
воляет с высоким выходом получить РНК с 5'-три-
фосфатными концами, которые далее необходи-
мо преобразовать в кеп-структуры [25].

Для эффективной трансляции синтетической
мРНК необходимы кеп и поли(А)-хвост, харак-
терные для зрелой мРНК, которые могут быть до-
бавлены во время или после синтеза РНК в отдель-
ных реакциях, катализируемых кепирующими фер-
ментами и поли(А)-полимеразой соответственно
(рис. 3). Дополнительно в искусственные молеку-
лы РНК могут быть включены модифицированные
внутренние основания, а также модифицирован-
ные кеп-структуры – все это повышает стабиль-
ность и трансляционную активность итоговой мо-
лекулы. В зависимости от выбранной стратегии
кепирования используют два варианта реакции
транскрипции in vitro: стандартный синтез с фер-
ментативным кепированием после реакции тран-
скрипции (посттранскрипционное кепирование)
или включение аналога кепа в ходе транскрипции
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(котранскрипционное кепирование). Стратегии
синтеза мРНК in vitro зависят от желаемого мас-
штаба синтеза.

Посттранскрипционное кепирование мРНК
часто выполняется с использованием ферментов
вируса осповакцины. Этот ферментный ком-
плекс превращает 5'-трифосфатные концы тран-
скриптов in vitro в структуры m7G-кеп. Система
кепирования вируса осповакцины включает три
активности (РНК-трифосфатаза, гуанилилтранс-
фераза, гуанин-N7-метилтрансфераза), которые
необходимы для образования полной структуры
кеп 0 (m7Gppp5'N) с помощью GTP и донора ме-
тильной группы S-аденозилметионина. Допол-
нительно в ту же ферментативную реакцию мож-
но включить 2'-O-метилтрансферазу, которая
приводит к образованию структуры кеп 1, благо-
даря метилированию 2'-О-позиции следующего
за кепом нуклеотида, что является природной мо-
дификацией многих эукариотических мРНК [26].

При котранскрипционном кепировании ана-
лог кепа встраивается в РНК как первый нуклео-
тид синтезируемой молекулы. Аналог кепа вво-
дится в реакцию транскрипции вместе с четырь-
мя стандартными нуклеозидтрифосфатами в
оптимизированном соотношении аналога кепа и
GTP, равном 4 : 1. Это позволяет инициировать
образование значительного числа кеп-содержа-
щих транскриптов среди синтезируемых молекул
РНК. В результате образуется смесь транскрип-
тов, из которых ~ 80% кепированы, а остальные
имеют 5'-трифосфатные концы. Снижение обще-
го выхода продуктов РНК обусловлено более низ-
кой концентрацией GTP в реакции. При котран-
скрипционном кепировании используются син-
тетические аналоги кепа. Существует несколько
аналогов, используемых для котранскрипцион-
ного кепирования РНК. Наиболее распростране-
ны стандартный аналог кепа – 7-метилгуанозин
(m7G) и симметричный аналог кепа (ARCA), так-
же известный как 3'-O-me-7-meGpppG. Стан-
дартный аналог кепа m7G можно встроить в моле-
кулу РНК как в прямой, так и в обратной ориента-
ции, что значительно снижает общий уровень
трансляции такого препарата мРНК. ARCA мети-
лирован по 3'-положению m7G, что позволяет
встраивать этот аналог кепа только в прямой ори-
ентации и получать пул кепированных мРНК,
трансляционная активность которых составляет

100%. Выход продуктов такой реакции ниже, чем
в реакции транскрипции без синтетических ана-
логов кепа. Кеп-структуру ARCA можно конвер-
тировать в структуру кеп 1, используя кеп-зависи-
мую 2'-O-метилтрансферазу и S-аденозилметио-
нин в последующей ферментативной реакции
[27]. Также необходимо отметить, что получен
ряд других синтетических аналогов кепа с улуч-
шенными свойствами, в том числе, аналог кепа 1
компании “Trilink Biotechnol.” (США).

Модифицированные нуклеотиды и оптимизация 
нуклеотидного состава синтетических мРНК

Природные РНК, как правило, подвергаются
созреванию не только с 5'- и 3′-концов, но и при
помощи модификации отдельных нуклеотидов
внутри молекулы. Использование модифициро-
ванных аналогов нуклеотидов в составе синтети-
ческих мРНК рассматривается как наиболее эф-
фективный способ избегания активации клеточ-
ных сенсоров (TLR3, TLR7, TLR8, PKR), которые
запускают иммунный ответ на чужеродную РНК
(как правило, вирусную). Это означает, что син-
тез РНК in vitro можно проводить со смесью мо-
дифицированных нуклеотидов вместо обычной
смеси трифосфатов A, G, C и U. Чаще всего ис-
пользуют такие модифицированные нуклеотиды,
как встречающийся в природе 5'-метилцитидин
и/или псевдоуридин (а также N1-метилпсевдоури-
дин), вместо C и U соответственно [28]. Показано,
что это решение значительно влияет на стабиль-
ность мРНК в клетке, а также на эффективность
трансляции и снижение клеточного иммунного от-
вета на такую РНК, что особенно важно в ряде тера-
певтических приложений мРНК, например, в за-
дачах генного редактирования, заместительной
белковой терапии или дифференцировки стволо-
вых клеток при помощи кодируемых мРНК тран-
скрипционных факторов. Так, экспрессия генно-
го редактора ZFN с синтетических мРНК, содер-
жащих модифицированные нуклеотиды, в тканях
легких мыши была значительно выше, чем с не-
модифицированной мРНК [29]. Важно отметить,
что выбор нуклеотидов может влиять на общий
выход реакций синтеза мРНК in vitro. Практиче-
ски можно получать мРНК с нужной модифика-
цией. Транскрипты с полной заменой одного или
нескольких нуклеотидов могут быть кепированы

Рис. 3. Структура синтетической мРНК. 1 – кеп-структура; 2 – 5'-нетранслируемая область; 3 – открытая рамка счи-
тывания, кодирующая трансген; 4 – 3'-нетранслируемая область; 5 – поли(А)-хвост.

1 2 3 4 5
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посттранскрипционно или котранскрипционно
путем включения ARCA или другого аналога ке-
па. Необходимо отметить также важность хрома-
тографической очистки итоговых мРНК при по-
мощи для минимизации неспецифичного им-
мунного ответа [30]. Еще один фактор,
влияющий на эффективность трансляции синте-
тической РНК – оптимизация состава кодонов
трансгена с учетом как организма, так и типа тка-
ней и клеток. В ходе такой оптимизации отдель-
ные редкие кодоны замещаются синонимичны-
ми, которые транслируются эффективнее. Чаще
всего это приводит к усилению трансляции и ста-
бильности РНК, но такой подход не всегда подхо-
дит для терапевтических белков. В некоторых
случаях для корректного фолдинга белков, коди-
руемых синтетическими мРНК, необходимо сни-
жение скорости трансляции на определенных
участках последовательности, поэтому значение
оптимизации кодонов в таких ситуациях неодно-
значно [31].

5'- и 3'-нетранслируемые области 
синтетических мРНК

Стабильность и трансляционную активность
мРНК в клетке во многом определяют 5'- и 3′-не-
транслируемые области (UTR). Эти регулятор-
ные области фланкируют кодирующую последо-
вательность мРНК трансгена. Они содержат раз-
личные мотивы и вторичные структуры, которые
определяют стабильность мРНК, а также распо-
знавание мРНК рибосомами и взаимодействие с
компонентами трансляционного аппарата [32].
Включение таких последовательностей в состав
синтетической мРНК может улучшить трансля-
цию и стабильность мРНК. Многие UTR, кото-
рые усиливают трансляцию мРНК, являются
природными. Так, например, UTR мРНК альфа-
и бета-глобинов широко используются для созда-
ния синтетических мРНК. Более того, стабилизи-
рующий эффект можно усилить, расположив по-
следовательно две копии 3'-UTR мРНК бета-гло-
бина. Аналогичные эффекты на синтетические
мРНК оказывают UTR мРНК белка теплового
шока 70 человека, альбумина, а также белков аль-
фавирусов [33].

В качестве альтернативы природным UTR
можно использовать синтетические UTR, разра-
ботанные в лаборатории. Так, de novo сконструи-
рована последовательность 5'-UTR длиной всего
лишь 14 нуклеотидов, которая обеспечивает уро-
вень экспрессии, сопоставимый с уровнем 5'-UTR
альфа-глобина человека [34]. Современные
скрининговые технологии позволяют экспери-
ментально отбирать UTR с улучшенными свой-
ствами [35].

Поли(A)-хвост синтетических мРНК
Полиаденилированный 3'-концевой участок

мРНК, так называемый поли(А)-хвост, – это
важный структурный элемент, определяющий про-
должительность жизни молекул мРНК. Несмотря
на ряд исключений, поли(А)-хвосты большинства
природных молекул мРНК в клетках млекопита-
ющих имеют длину до 250 нуклеотидов, и они по-
степенно укорачиваются в течение всего времени
жизни мРНК в клетке. Кроме того, поли(А)-хвост
играет важную роль в трансляции, а именно, в об-
разовании трансляционно-активного комплекса
мРНК с факторами трансляции [36]. Поскольку
размер “хвоста” влияет на стабильность мРНК,
предотвращая ее 3'-экзонуклеазную деградацию,
то в синтетические мРНК желательно включать
поли(А)-хвосты длиной примерно 100–120 нук-
леотидов. Экспериментально показано, что если
длина поли(А)-хвоста превышает 120 нуклеоти-
дов, то это приводит к существенному увеличе-
нию событий рекомбинации с участием этой по-
следовательности в клетках бактерий. В итоге это
влияет на стабильность плазмиды, которая исполь-
зуется как матрица для синтеза мРНК in vitro, и сни-
жает выход при наработке плазмиды в бактериаль-
ной культуре. Полиаденилирование мРНК in vitro
можно осуществлять либо путем ферментатив-
ного добавления поли(А)-хвоста к кепирован-
ной мРНК с использованием рекомбинантной
поли(А)-полимеразы, либо путем кодирования
этой последовательности в плазмидном векторе
[25]. Полиаденилирование при помощи отдель-
ного фермента добавляет лишнюю стадию в про-
цесс синтеза мРНК, а также не дает возможности
точно контролировать количество включенных
нуклеотидов во всех молекулах в ходе реакции. По-
этому второй подход, при котором поли(А)-хвост
кодируется плазмидой, больше подходит для про-
мышленного производства терапевтических мРНК.

Использование синтетических мРНК 
для доставки геномных редакторов

Безопасная невирусная доставка геномных ре-
дакторов открывает новые перспективы для тера-
певтического применения генного редактирования
терапевтических мРНК хорошо зарекомендовала
себя во время пандемии COVID-19. Комбинация
мРНК и липидных наночастиц обеспечивает без-
опасную экспрессию антигенных или терапевтиче-
ских белков in vivo, что подтверждается результата-
ми клинических и доклинических испытаний. За
последние годы проведены успешные экспери-
менты по геномному редактированию с исполь-
зованием синтетических мРНК. Так, проведено
редактирование гена транстиретина (Ttr) в пече-
ни мышей, которое привело к снижению уровня
сывороточного белка TTR более чем на 97% [37].
В этой работе использовали оригинальную систе-
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му доставки, основанную на липидных наноча-
стицах, что позволило провести одновременную
упаковку мРНК, кодирующих Cas9, вместе с на-
правляющими РНК [37]. Внутривенная совмест-
ная доставка мРНК Cas9 и направляющей РНК
приводила к редактированию ДНК в тканях пече-
ни, почек и легких у мышей [38]. Использование
наночастиц другого состава обеспечило эффек-
тивное высвобождение РНК внутри клеток бла-
годаря восстановительной среде. Показан эффек-
тивный нокаут репортерного гена в клетках эм-
бриональной почки, накопление внутривенно
вводимых наночастиц с мРНК в тканях печени, а
также успешный нокаут гена-мишени (до 20% от
уровня в сыворотке) [39]. Недавно возможности
генного редактирования с применением РНК-
платформы доставки были показаны на примере
коррекции мышечной дистрофии в клетках
мышц, полученных от широкого круга доноров.
Подтверждена безопасность доставки генных ре-
дакторов при помощи платформы синтетических
РНК с точки зрения встраивания трансгена в ге-
ном, а также показана высокая эффективность
редактирования с возможностью дозирования
активности SpCas9 [40]. Показан терапевтиче-
ский потенциал доставки генных редакторов с
помощью липидных наночастиц с синтетически-
ми РНК: нокдаун гена Angptl3 в печени мыши,
проведенный с целью снижения уровня белка
ANGPTL3, привел к снижению уровня липидов в
крови и коррекции гиперхолестеринемии. Отме-
чена существенная длительность терапевтиче-
ского эффекта (до 100 дней после единичной инъ-
екции) и отсутствие неспецифичного редактиро-
вания в нескольких наиболее возможных местах,
а также гепатотоксичности [41].

СПОСОБЫ ДОСТАВКИ ВЕКТОРОВ 
ЭКСПРЕССИИ НА ОСНОВЕ ДНК 

И РНК in vitro И in vivo

Для успешного применения средств геномно-
го редактирования необходимы не только пра-
вильно сконструированные векторы экспрессии,
но и эффективные безопасные способы доставки
носителей генетической информации внутрь кле-
ток in vitro, либо к тканям определенного типа
in vivo. Эти способы разделяются на три главных
вида (табл.1). Первый вид – биологическая до-
ставка, к которой относится трансфекция в со-
ставе вирусных векторов либо вирусоподобных
частиц. Второй способ – использование физиче-
ских методов трансфекции. Наконец, третий вид –
это химические методы трансфекции. В данном
обзоре мы не касаемся вирусных векторов до-
ставки трансгенов, поэтому остановимся только
на физических и химических способах трансфек-
ции экспрессионных векторов на основе нуклеи-
новых кислот.

Физические методы трансфекции

Электропорация. Электропорация, или же
электротрансфекция – наиболее распространен-
ный физический метод трансфекции. Традици-
онно электротрансфекцию проводят in vitro в кю-
вете на клетках в суспензии, однако этот метод
применим и in vivo. Клеточная взвесь с интересу-
ющей плазмидной ДНК или мРНК помещается
между двумя электродами. Через среду с клетка-
ми подается серия коротких электрических им-
пульсов, что приводит к резкому изменению на-
пряжения на клеточной мембране, достигающе-
му критического порога (между 250 и 500 мВ), и
возникновению пор в клеточной мембране, через
которые нуклеиновая кислота проникает в цито-
золь. Под действием электрического поля ДНК и
РНК движутся от анода к катоду [42]. Что инте-
ресно, более крупные поры в клеточной мембране
образуются со стороны, обращенной к аноду, что
также способствует проникновению довольно
крупных молекул нуклеиновых кислот в клетку.
После того как электрические импульсы прекраща-
ются, поры постепенно релаксируют и закрывают-
ся. Электротрансфекция – весьма эффективный
метод доставки ДНК и РНК, однако при проведе-
нии этой процедуры гибнет большое число кле-
ток. Также следует отметить различия в эффек-
тивности трансфекции разных клеточных линий,
классическим вариантом трансфекции можно
модифицировать именно взвесь клеток, т.е. адге-
зированные клетки модифицировать не удается.
Однако недавно Maschietto и соавт. предложили
способ электротрансфекции, обходящий это
ограничение [43]. Предложено использовать для
культивирования клеток планшеты, дно которых
покрыто микроэлектродами. Планшеты представ-
ляют собой чипы для электропорации, в которые
интегрированы массивы из тонкопленочных ем-
костных микроэлектродов. Каждый отдельный
микроэлектрод представляет собой восьмиуголь-
ную структуру, образованную высокопроводя-
щим кремнием p-типа, покрытую слоем оксида
кремния толщиной 15 нм. Клетки растут на по-
верхности этих электродов, что позволяет ис-
пользовать значительно более низкие токи, не те-
ряя при этом в эффективности трансфекции.
Утверждается, что эффективность трансфекции
клеток CHO-K1 в этом случае достигает 60–80%,
при этом высокий уровень смертности клеточной
культуры после процедуры не наблюдался. Уда-
лось также трансфицировать уже дифференциро-
ванные нейроны после 6 дней культивирования,
хотя и с низкой эффективностью, составившей
~10%. Для применения этого подхода in vivo при-
шлось разработать ряд электродов, пригодных
для использования в условия в различных органах
и тканях [44]. В целом этот метод хорошо принят
для использования в клинических условиях из-за
его простоты и относительно небольшого коли-
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чества побочных эффектов. С использованием
электропорации Kawasaki и соавт. смогли доста-
вить генетический редактор CRISPR/Cas внутри-
утробно [45]. Таким образом, на данный момент
трансфекция посредством электропорации явля-
ется весьма эффективным и дешевым способом
доставки нуклеиновых кислот в клетки как in vi-
tro, так и in vivo, ограниченным лишь доступно-
стью соответствующей аппаратуры.

Генная пушка: принцип работы и применение.
Как и электропорация, этот подход применим
для доставки как плазмидных ДНК, так и мРНК.
Изначально этот метод применяли для модифи-
кации растительных клеток, но его потенциал го-
раздо шире. С использованием генной пушки
можно модифицировать различные типы клеток
как in vitro, так и in vivo. Метод основан на бом-
бардировке клеток разогнанными до высоких
скоростей комплексами из частиц тяжелых ме-
таллов размером около 1 мкм, покрытых нуклеи-
новыми кислотами. Сначала использовали части-
цы вольфрама, но этот металл токсичен для кле-
ток, поэтому его часто заменяют на биологически
инертные частицы золота [46]. Ускорение части-
цам можно придавать разными способами, на
данный момент наиболее распространен разгон
за счет короткого импульса инертного газа, к
примеру гелия. Разогнанные частицы пробивают
мембрану клетки и доставляют генетический ма-
териал в различные ее части. Нуклеиновые кис-
лоты могут попасть как в цитозоль, так и в ядро
или другие органеллы. С помощью этого подхода
можно модифицировать пластиды и митохон-
дрии. Главными ограничениями при применении
биолистики для трансфекции in vivo являются
размер самого оборудования и глубина проник-
новения частиц в организм. Этот подход может
использоваться преимущественно для трансфек-
ции эпителиальных и подкожных мышечных тка-
ней в виду их доступности [47]. К главным пре-
имуществам этого метода относятся его высокая
эффективность, возможность доставки несколь-
ких плазмид или мРНК одновременно, широкий
спектр объектов модификации, возможность мо-
дификации уже дифференцированных и расту-
щих в адгезионной культуре клеток. Но есть и ряд
недостатков. Первый – высокая стоимость самой
генной пушки, при относительно дешевой даль-
нейшей эксплуатация. Второй существенный не-
достаток – это высокая клеточная смертность во
время процедуры переноса, однако, как сообща-
ют O’Brien и Lummis, использование более низ-
кого давления импульса (порядка 345 кПа) значи-
тельно снижает степень повреждения клеток [48].
Метод доставки с использованием генной пушки
продолжает развиваться. К важным преимуще-
ствам этого метода относится универсальность,
применимость к клеткам разного типа, при этом его
использование сдерживается высокой стоимостью

оборудования. Вероятно, снижение стоимости
привлечет к этому методу больше внимания.

Сонопорация для доставки ДНК и РНК in vitro и
in vivo. В методе сонопорации перенос нуклеино-
вых кислот осуществляется за счет воздействия
на клетки ультразвуковыми волнами. В результа-
те воздействия ультразвука возникают такие эф-
фекты, как кавитация, радиационное давление и
микропотоки. Кавитация, т.е. возникновение и
схлопывание микропузырьков воздуха, имеет
очень высокое локальное давление и повышение
температуры, что приводит к нарушению целост-
ности клеточной мембраны, если пузырек схло-
пывается у поверхности клетки. В эти образовав-
шиеся поры и проникает нуклеиновая кислота
под воздействием остальных эффектов, возника-
ющих в процессе обработки низкочастотным уль-
тразвуком [49]. Описан также способ доставки
плазмидной ДНК с использованием комбинации
сонопорации и микрофлюидных технологий, в
дальнейшем названной методом акустофлюид-
ной сонопорации. Как заявляют разработчики
Belling и соавт., этот метод позволяет проводить
трансфекцию с высокой скоростью и на большом
количестве клеток. В методе акустофлюидной со-
нопорации смесь клеток и плазмидной ДНК про-
пускают через капилляр, в котором и происходит
обработка ультразвуком. Исследователи, рабо-
тавшие с клеточной линией Jurkat, сообщают, что
им удалось добиться скорости трансфекции око-
ло 200000 клеток/мин и при этом жизнеспособ-
ность клеток после процедуры составляла около
80% [50]. Этот метод является эффективным и до-
ступным аналогом физических методов транс-
фекции, хотя отмечается, что необходимо изучать
последствия воздействия ультразвука на клетки,
особенно на клеточное ядро, которое также под-
вержено локальным повреждениям в результате
кавитации. Сонопорация применяется также для
трансфекции in vivo, однако ее эффективность с
этом случае значительно ниже, чем in vitro. Тем не
менее, использование этого подхода позволило
успешно доставить генетический редактор на ба-
зе CRISPR/Cas для лечения облысения по муж-
скому типу. Исследователи направили генетиче-
ский редактор на ген SRD5A2, для доставки исполь-
зовали комбинацию нанолипосомных частиц в
качестве переносчика и сонопорации в качестве
“активатора” частиц. Под действием кавитации
частички лопались и доставляли плазмидные век-
торы непосредственно в клетки волосяных луко-
виц [51].

Фототрансфекция. Трансфекция с помощью
лазера осуществляется за счет локального разру-
шения клеточной мембраны. Пучок лазера фоку-
сируется под микроскопом на клеточной мембра-
не в области 1–2 мкм, после чего подается серия
кротких высокоинтенсивных импульсов, что
приводит к локальному разрушению мембраны.
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При этом плазмидная ДНК из питательной среды
проникает в клетку [52]. Продолжительность из-
лучения исчисляется в фемтосекундах, использу-
емая длина волны может значительно различать-
ся и зависит, как правило, от имеющейся аппара-
туры, а мощность рекомендуют использовать в
диапазоне 50–100 мВт [53]. Однако метод имеет
невысокую эффективность трансформации, по-
рядка 25%, а также значительно более низкую
пропускную способность в сравнении с ранее
рассмотренными методами и подходит, скорее,
для точечной трансфекции. Из преимуществ
можно отметить применимость метода к клеткам,
растущим и в суспензии, и в адгезионной культу-
ре. Также отмечают низкую цитотоксичность
данного подхода, что может быть важным при
трансфекции одиночных клеток [54].

Химические методы трансфекции
Трансфекция с использованием фосфата кальция.

Трансфекция с использованием фосфата кальция
это один из первых методов трансфекции клеток
in vitro [55]. В основе метода лежит поглощение
клетками комплексов, состоящих из плазмидной
ДНК и фосфата кальция. Эти комплексы получа-
ют, смешивая CaCl2 с ДНК, после чего добавляют
буфер, содержащий соединения фосфора, напри-
мер HEPES [56]. Образуются выпадающие в оса-
док комплексы, состоящие из фосфата кальция и
плазмидной ДНК. Далее эти комплексы добавля-
ют к клеткам, которые адсорбируют их из пита-
тельной среды. Главные преимущества этого ме-
тода – его простота и дешевизна. К минусам отно-
сится относительно низкая эффективность
трансфекции, особенно дифференцированных
клеток, и относительно высокий уровень цитоток-
сичности, а также применимость исключительно
in vitro [57]. Метод был предложен в 70-х годах
прошлого века, но до сих пор широко применяет-
ся и даже предпринимаются попытки оптимиза-
ции этого метода для повышения его эффектив-
ности [58].

Трансфекция с использованием поли-L-лизина.
Этот метод также основан на создании комплек-
сов нуклеиновых кислот и носителя, которые по-
глощаются клеткой. В качестве носителя выступает
полимер, состоящий из остатков аминокислоты ли-
зина. Молекула, состоящая из ~10 остатков этой
аминокислоты, имеет положительный заряд, за
счет которого и образует комплексы с отрица-
тельно заряженными молекулами нуклеиновых
кислот. Комплекс из поли-L-лизина и нуклеино-
вой кислоты также имеет суммарный положи-
тельный заряд, посредством которого взаимодей-
ствует с клеточной мембраной. В таком “класси-
ческом” варианте этот способ доставки ДНК
имеет ряд недостатков. Во-первых, такие микро-
частицы поглощаются лизосомами, где подверга-

ются деградации, что негативно сказывается на
общей эффективности трансфекции. Во-вторых,
сам комплекс поли-L-лизина имеет выраженную
цитотоксичность [59]. Однако эти недостатки
можно компенсировать, используя дополнитель-
ные агенты. Так, добавление такого эндосомоли-
тического агента, как глицерин, в клеточную сре-
ду до проведения трансфекции решает проблему
высвобождения комплексов поли-L-лизина из
эндосом. А модификация поли-L-лизина с помо-
щью PLGA (полилактидкогликолид) снижает ци-
тотоксичность и увеличивает общую эффектив-
ность трансфекции. При необходимости можно
нацеливать комплексы поли-L-лизина на опре-
деленные типы клеток, присоединяя к полимеру
сигнальные последовательности для связывания
с поверхностными клеточными рецепторами. Та-
ким же образом в некоторых работах решают про-
блему поглощения комплекса поли-L-лизина эн-
досомами [60]. Одно из главных преимуществ
этого метода состоит в том, что его легко модифи-
цировать под нужды экспериментатора и приме-
нять как in vivo, так in vitro. Однако этот метод
обеспечивает не самый высокий уровень транс-
фекции. Кроме того, образующиеся комплексы
имеют разный размер, что также может сказы-
ваться на эффективности трансфекции.

Трансфекция с использованием полиэтиленими-
на. Полиэтиленимин (ПЭИ) – это полимер, име-
ющий высокий катионный потенциал за счет
большого количества аминогрупп. Можно синте-
зировать молекулы ПЭИ, имеющие как линей-
ную, так и разветвленную структуру [61], задан-
ного размера и с различными модификациями.
При добавлении отрицательно заряженной нук-
леиновой кислоты ПЭИ образует с ней комплек-
сы, которыми впоследствии и проводят транс-
фекцию. Взаимодействие с отрицательно заря-
женной клеточной мембраной обусловлено
суммарным положительным зарядом комплекса.
В отличие от комплексов поли-L-лизина, ком-
плексы ПЭИ достаточно легко покидают эндосо-
мы за счет эффекта буферизации или “протонной
губки” [62]. Вcе это приводит к высокой эффектив-
ности трансфекции, что является главным достоин-
ством данного метода. Главный недостаток ПЭИ –
его цитотоксичность, которая прямо пропорцио-
нальна размеру частиц комплексов и эффектив-
ности трансфекции. Для снижения цитотоксич-
ности в состав комплексов вводят нейтральные
гидрофильные сополимеры, такие как полиэти-
ленгликоль [63]. Трансфекция с применением
ПЭИ нашла широкое применение в приложении
in vitro как эффективный подход к доставке транс-
гена, но для доставки генетического материала in
vivo этот подход мало пригоден.

Трансфекция с использованием хитозана. Хито-
зан – полимерный полисахарид, состоящий из
повторяющихся единиц D-глюкозамина и N-аце-
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Таблица 1. Cпособы доставки векторов экспрессии на основе ДНК и РНК in vitro и in vivo

Примечание. НК – нуклеиновая кислота.

Метод Принцип Преимущества Недостатки

Электро-
порация

Проникновение НК проис-
ходит под воздействием 
серии коротких электриче-
ских импульсов

Простота проведения процедуры; 
низкая стоимость;
широкий выбор электродов;
может быть применена как 
in vitro, так и in vivo

Требуется специализированное 
оборудование;
процедура сопровождается 
повреждением клеток/тканей

Биолистика Частицы металла, покрытые 
молекулами НК разгоняют 
за счет импульса инертного 
газа, после чего частицы 
металла пробивают клеточ-
ную мембрану

Высокая эффективность транс-
фекции;
возможность одновременной 
доставки разных векторов;
широкий спектр объектов моди-
фикации;
применимость in vivo и in vitro

Высокая стоимость генной пушки 
и последующей эксплуатации;
высокий уровень повреждения 
клеток в результате процедуры 
трансфекции;
в условиях in vivo доступно ограни-
ченное количество тканей

Сонопорация Перенос НК за счет воздей-
ствия на клетки ультразву-
ковыми волнами

Высокая скорость и эффектив-
ность трансфекции в условиях 
in vitro; высокая выживаемость 
клеток;
применимость in vivo и in vitro

Наличие аппаратуры;
ограниченность применения 
и более низкая эффективность 
в условиях in vivo

Фототранс-
фекция

Локальное разрушение кле-
точной мембраны корот-
кими импульсами лазера

Метод применим к клеткам, рас-
тущим и в суспензии, и в адгезии;
низкий уровень цитотоксичности

Применим только in vitro;
низкая эффективность трансфек-
ции относительно других физиче-
ских методов;
низкая пропускная способность;
трудоемкость

Фосфат
кальция

Поглощение клетками ком-
плексов, состоящих из НК и 
фосфата кальция

Простота проведения процедуры; 
низкая стоимость

Низкая эффективность транс-
фекции;
Выраженная цитотоксичность;
применимость только в условиях 
in vitro

Поли-L-лизин Поглощение клетками ком-
плексов, состоящих из НК 
и полимера на основе 
L-лизина

Легко модифицируем под нужды 
экспериментатора;
применимость как in vivo, 
так in vitro

Низкая эффективность транс-
фекции;
образующиеся комплексы имеют 
разный размер;
комплекс поли-L-лизина без 
добавления модификаций имеет 
выраженную цитотоксичность

Полиэтилени-
мин

Поглощение клетками ком-
плексов, состоящих из НК и 
полимера на основе поли-
этиленимина

Высокая эффективность транс-
фекции в условиях in vitro

Высокая цитотоксичность.
Применимость преимуще-
ственно в условиях in vitro

Хитозан Поглощение клетками ком-
плексов, состоящих из НК 
и полимера на основе 
хитозана

Низкая цитотоксичность;
применимость как in vivo 
так in vitro

Низкая эффективность транс-
фекции

Липофекция Поглощение клетками ком-
плексов, состоящих из НК и 
смеси липидов

Высокий уровень трансфекции;
применимость как in vivo 
так in vitro;
легко модифицируется под нужды 
экспериментатора

Высокая цитотоксичность;
образующиеся комплексы 
имеют разный размер
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тил-D-глюкозамина. При pH 6.5 хитозан прото-
нируется и становится растворимым в воде. После
обработки он приобретает высокий положитель-
ный заряд. Как и прочие катионные полимеры, хи-
тозан образует комплексы с отрицательно заря-
женной нуклеиновой кислотой. Этот полимер со-
держит две гидроксильные группы, которые
легко модифицируются под задачи исследователя
[64]. Механизм проникновения хитозана в клет-
ки такой же, как и у ПЭИ или комплексов поли-
L-лизина. В отличие от других полимеров хито-
зан имеет низкую цитотоксичность, однако и эф-
фективность трансфекции с использованием этого
полисахарида значительно уступает другим вариан-
там трансфекции. Трансфекция с использованием
хитозана рассматривается как перспективная
альтернатива ПЭИ. Низкая цитотоксичность и
возможность модификации делают хитозан до-
вольно удобной платформой. И, хотя проводятся
исследования, посвященные повышению эффек-
тивности трансфекции с использованием этого
полимера, приемлемый уровень эффективности
ПЭИ пока не достигнут [65]. 

Липофекция. В основе липофекции лежит до-
ставка ДНК и РНК в составе липидных комплек-
сов. Для создания комплексов используют поло-
жительно заряженные липиды и отрицательно за-
ряженные нуклеиновые кислоты. В качестве
примера можно рассмотреть первый коммерче-
ски доступный препарат Lipofectin®, состоящий
из положительно заряженного липида DOTMA и
нейтрального липида DOPE. На сегодняшний
день трансфекцию проводят с различными липи-
дами, которые различаются свойствами и степе-
нью воздействия на клетки. В частности, такие
липиды, как DOTAP и DODAP, используемые
для получения липосом YSK05, значительно ме-
нее цитотоксичны, чем компоненты Lipofectin®,
а липидный дендример MVLBG2 имеет высокий
положительный заряд за счет чего хорошо взаи-
модействует с ДНК [66]. При смешивании нукле-
иновой кислоты и катионного липида образуются
липидные везикулы, содержащие ДНК или РНК.
Суммарный заряд везикулы должен быть поло-
жительным, так как взаимодействие с клеточной
мембраной происходит также за счет электроста-
тических сил. Везикулы поглощаются клетками
путем эндоцитоза. Липофекция обеспечивает вы-
сокий уровень трансфекции клеток in vitro, но
вместе с тем обладает высокой цитотоксично-
стью, особенно, если говорить о таком классиче-
ском варианте, как Lipofectin® [67]. Еще один не-
достаток – высокая гетерогенность размеров
комплексов, образующихся при получении вези-
кул. Считается, что эта гетерогенность негативно
сказывается на эффективности трансфекции.
Однако простота химического синтеза и модифи-
кации катионных липидов делают этот подход
очень гибким. К примеру, можно получить ли-

пидные наночастицы (LNP), которые “растворя-
ются” при понижении pH после попадания вези-
кул в лизосомы, что увеличивает эффективность
трансфекции. LNP получают с использованием
ионизируемого липида, полиэтиленгликоля,
вспомогательного фосфолипида и холестерина.
Ключевым компонентом является ионизируе-
мый липид: при физиологических значениях pH
он имеет нейтральный заряд, но при проникнове-
нии в эндосомы c кислым pH становится катион-
ным. Изменение заряда частицы приводит к раз-
рушению эндосом и высвобождению нуклеино-
вых кислот [68]. Этот подход применим in vivo, с
его помощью осуществили нокдаун гена Angptl3 в
печени мышей [41]. Липофекция, несмотря на
свою выраженную цитотоксичность, позволяет
поводить трансфекцию с высокой эффективно-
стью. К тому же возможность модификации каж-
дого звена катионного липида и комплекса в це-
лом делает этот метод очень гибким.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В данной работе нами рассмотрены структур-

ные элементы экспрессионных векторов на осно-
ве ДНК и синтетических мРНК, а также способы
их доставки как in vitro, так и in vivo. Оптимально
подобранные структурные компоненты таких
векторов позволяют эффективно экспрессиро-
вать терапевтические белки, а также инструмен-
ты генного редактирования как в клетках, так и в
тканях для успешного выполнения задач генной
терапии. Благодаря выбору между векторными
платформами, их структурными элементами и
способами доставки трансгенов, в настоящее вре-
мя существует возможность решения целого
спектра экспериментальных биомедицинских и
терапевтических задач, что подтверждается рас-
тущим количеством научных данных, а также ре-
зультатами доклинических и клинических испы-
таний по использованию генных редакторов для
коррекции наследственных и приобретенных па-
тологий.

Работа выполнена при поддержке программы
Министерства высшего образования и науки РФ
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Structural Elements of DNA and RNA Eukaryotic Expression Vectors 
for in vitro and in vivo Genome Editors Delivery
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Gene editing with programmable nucleases widely open new perspectives in such an important practical areas
as healthcare and agriculture. The most challenging question for safe and effective therapeutic use of gene
editing technologies is how to properly deliver and express gene editors within certain cells and tissues of dif-
ferent organisms. Virus-based and non-virus expression systems can be used for the successful delivery of
gene editors. Here we will review delivery methods and structural elements for proper design of DNA and
RNA vectors for in vitro and in vivo expression of gene editors.
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На основе флуоресцентных белков создано большое число генетически кодируемых индикаторов,
позволяющих детектировать изменения различных параметров: мембранного потенциала, pH, кон-
центраций пероксида водорода, лактата, пирувата, NAD+/NADH, АТР, катионов кальция и других.
Некоторые из них (например, индикаторы катионов кальция и пероксида водорода) успешно при-
меняются многочисленными группами исследователей в экспериментах in vivo. Фундаментальным
ограничением большинства флуоресцентных индикаторов считается их способность лишь каче-
ственно оценивать изменение исследуемого параметра в клетке. Природа этого недостатка состоит
в том, что сопоставление абсолютной величины измеряемого параметра и детектируемого флуорес-
центного сигнала по разным причинам затруднительно. Количественные измерения предъявляют
к сигналу индикатора дополнительное требование: он не должен зависеть от технических особен-
ностей постановки эксперимента (таких как уровень экспрессии белка, тип и мощность источника
возбуждения, набор флуоресцентных фильтров и т.д.). Выполнение этого требования может быть свя-
зано с детекцией сигнала индикаторов во временнóм домене, где основной характеристикой сигнала
служит время жизни флуоресценции. Время жизни флуоресценции ‒ это абсолютная величина, нечув-
ствительная к изменению интенсивности источника возбуждения, настройкам детектирования, поте-
рям в оптическом тракте или образце, изменению концентрации флуорофора в образце, фотообесцве-
чиванию. Таким образом, при калибровке индикатора во временнóм домене конкретному значению из-
меряемого параметра сопоставляется конкретная величина времени жизни флуоресценции.
Времяразрешенный режим визуализации накладывает свои ограничения на свойства флуоресцентного
ядра индикатора. Так, время жизни его флуоресценции должно изменяться пропорционально величине
измеряемого параметра, что характерно не для всякого флуорофора. В представленной работе мы даем
краткий обзор принципов детекции флуоресцентного сигнала генетически кодируемых индикаторов,
делая акцент на актуальных подходах, связанных с анализом времяразрешенных данных.

Ключевые слова: флуоресцентные индикаторы, время жизни флуоресценции, FLIM
DOI: 10.31857/S0026898422050093

ВВЕДЕНИЕ
С момента клонирования гена зеленого флуо-

ресцентного белка, выделенного из медузы
Aequorea victoria (avGF), в начале 1990-х флуорес-
центные белки (ФБ) стали незаменимым инстру-
ментом в биологии. Среди ключевых методов флуо-
ресцентного анализа с использованием ФБ особое
место занимает визуализация молекулярных инди-
каторов. Детекция их сигнала может происходить
как в спектральном домене (измерение интенсив-
ности флуоресценции), так и во временнóм домене
(измерение времени жизни флуоресценции при по-
мощи микроскопии визуализации ‒ Fluorescence
Lifetime Imaging Microscopy, FLIM).

ТИПЫ ГЕНЕТИЧЕСКИ КОДИРУЕМЫХ 
ФЛУОРЕСЦЕНТНЫХ ИНДИКАТОРОВ

В СПЕКТРАЛЬНОМ ДОМЕНЕ
С точки зрения характера флуоресцентного от-

вета генетически кодируемые индикаторы можно
разделить на группы как по типу регистрации флу-
оресцентного ответа, так и по архитектуре химер-
ной молекулы (рис. 1). По типу регистрации ответа
индикаторы можно условно разделить на две груп-
пы. Представители первой из них ‒ так называе-
мые интенсиометрические индикаторы ‒ харак-
теризуются простым изменением интенсивности
флуоресценции в ответ на изменение исследуе-
мого параметра. Рациометрические индикаторы,
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составляющие вторую группу, обладают более
сложной характеристикой ответа: например, из-
менением соотношения амплитуд пиков возбуж-
дения флуоресценции на разных длинах волн.
Индикаторы обеих групп имеют похожую моле-
кулярную организацию: флуоресцентный белок
(рис. 1б) или FRET-пара (рис. 1а) соединен с чув-
ствительным доменом, претерпевающим значи-
тельные конформационные сдвиги в ответ на спе-
цифическую стимуляцию. Примечательно, что в
качестве флуоресцентного ядра вместо обычных
ФБ могут применяться конформационно лабиль-
ные циркулярно пермутированные ФБ. Такие
белки сохраняют типичную для ФБ третичную
структуру β-бочки, но обладают измененной то-

пологией полипептидной цепи. Оригинальные
N- и C-концы пермутанта соединены коротким
пептидным линкером, а новые концы располо-
жены на “боку” бочки, рядом с хромофором. Та-
кая манипуляция позволяет снизить стабиль-
ность аминокислотного окружения хромофора
по сравнению с таковой для интактного ФБ.

На сегодняшний день имеются как интенсио-
метрические, так и рациометрические флуорес-
центные индикаторы с удачным набором практи-
ческих характеристик [1].

Однако даже наиболее продвинутые варианты
флуоресцентных индикаторов пригодны лишь
для регистрации относительного изменения изу-

Рис. 1. Основные типы генетически кодируемых флуоресцентных индикаторов. Вверху показаны варианты молеку-
лярного дизайна на основе FRET (а) и циркулярно пермутированного флуоресцентного белка (б). Красным и зеленым
показаны два взаимодействующих друг с другом исследуемых белка. Внизу показаны варианты регистрации флуорес-
центного сигнала индикаторов. Пример флуоресцентного ответа интенсиометрического индикатора кальция: показа-
но изменение спектра эмиссии флуоресценции индикатора в ответ на изменение концентрации кальция (в). Пример
флуоресцентного ответа рациометрического индикатора рН: показаны спектры возбуждения флуоресценции при раз-
личных значениях рН (г).
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чаемого параметра. Принципиально новые воз-
можности в применении этих молекулярных ин-
струментов мы связываем с количественной детек-
цией аналита, которая, в свою очередь, могла бы
осуществляться при анализе флуоресцентного сиг-
нала во временнóм домене вместо спектрального.

ФЛУОРЕСЦЕНТНЫЕ ИНДИКАТОРЫ ДЛЯ 
ВРЕМЯРАЗРЕШЕННОЙ МИКРОСКОПИИ

За последние десятилетия микроскопия време-
ни жизни флуоресценции совершила качествен-
ный технологический скачок. Так, фирма “Becker
& Hickl GmbH” (Германия), один из лидеров по
разработке и производству устройств для время-
разрешенной микроскопии, выпустила на ры-
нок десятки новых приборов и соответствую-
щих программных решений (https://www.becker-
hickl.com/). Важно, что при этом уровень цен на
такое оборудование неуклонно снижается, по-
этому времяразрешенная микроскопия становит-
ся доступной широкому кругу лабораторий. Рас-
тет и число публикаций биомедицинской темати-
ки, в материалах которых описано поведение
флуорофоров во временнóм домене. Так, поиско-
вая выдача базы данных PubMed по запросу “flu-
orescence lifetime” составляет более 7000 статей,
опубликованных за последние 10 лет.

В микроскопии визуализации времени жизни
флуоресценции, FLIM, кинетика наносекундно-
го распада электронного возбужденного состоя-
ния хромофоров, характеризующаяся временем
жизни флуоресценции (tau), отображается про-
странственно с помощью микроскопа, оборудо-
ванного детектором, способным к высокочастот-
ной модуляции, или скоррелированным во време-
ни счетчиком фотонов. Преимущество измерения
времени жизни флуоресценции хромофоров со-
стоит в том, что этот параметр напрямую зависит от
реакции в возбужденном состоянии, но не зависит
от концентрации хромофора и длины оптического
пути ‒ условий, которые трудно контролировать
внутри клетки [2]. Таким образом, характер затуха-
ния флуоресценции флуорофора в конкретной фи-
зико-химической среде можно считать внутренним
свойством, слабо зависящим от инструментального
аспекта измерения [2], что облегчает и делает целе-
сообразным его количественный анализ.

На сегодняшний день существует относитель-
но немного индикаторов с регистрацией сигнала
во временнóм домене. Так, созданы флуорес-
центные FLIM-индикаторы на основе органиче-
ских красителей для измерения pH [3] и концен-
трации катионов натрия [4] в клетке, мембранно-
го потенциала [5]. На основе квантовых точек [6]
создана система для измерения внутриклеточно-
го рН. Интересен подход с использованием в ка-
честве индикатора эндогенного FAD, время жиз-
ни флуоресценции которого, как было показано,

зависит от pH [7]. Генетически кодируемые инди-
каторы с детекцией сигнала во временнóм домене
пока немногочисленны. Так, описано измерение
концентрации кальция при помощи варианта ин-
дикатора GCaMP на основе голубого флуорес-
центного белка Turquoise 2 с динамическим диа-
пазоном ответа 1.5 нс [8]. Исследовано поведение
нескольких индикаторов мембранного потенциа-
ла на основе флуоресцентных белков (ASAP1,
CAESR и ArcLight) во временнóм домене [9]. Так-
же создан целый ряд индикаторов для измерения
внутриклеточного рН [10–15]. Например, описа-
на рН-чувствительность голубого белка ECFP
[10], ряда мутантов avGFP [11, 12] и мутанта крас-
ного белка mKeima [13] во временнóм домене.
Интересен и индикатор pH-Lemon на основе
FRET-пары mTurquoise2 и EYFP [14]. Отдельно
следует отметить рН-индикаторы SypHer3s и
SypHerExtra, подходящие как для измерения рН
в цитоплазме (SypHer3s), так и во внеклеточном
примембранном пространстве (SypHerExtra) [15].

За редкими исключениями [3, 10] эксперимен-
ты во временнóм домене из перечисленных выше
работ сводились к регистрации относительных из-
менений целевого параметра на основе измерения
времени жизни флуоресценции без оценки его аб-
солютной величины. Следует также отметить, что
в своем большинстве FLIM-индикаторы на основе
флуоресцентных белков [8–10, 12–14] первона-
чально предназначались для использования в
спектральном домене, поэтому в условиях вре-
мяразрешенной визуализации показывают срав-
нительно узкий динамический диапазон флуо-
ресцентного ответа, не превышающий 1.5 нс (а
чаще ‒ сотни пикосекунд [9, 12, 13]), что суще-
ственно затрудняет количественное определение
исследуемого параметра. Для сравнения, индика-
торы на основе квантовых точек характеризуются
динамическим диапазоном до 7 нс [6]. Важным
фактором, определяющим возможности рацио-
нального дизайна FLIM-индикаторов, считается
установление и изучение молекулярных детерми-
нант чувствительности времени жизни флуорес-
ценции к внешним физико-химическим воздей-
ствиям. В случае генетически кодируемых индика-
торов определяющее значение в частности может
иметь идентификация и/или получение вариантов
белков, характеризующихся переменной конфор-
мационной стабильностью хромофора в возбуж-
денном электронном состоянии [2].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Создание генетически кодируемых индикато-

ров для измерения ключевых внутриклеточных
параметров с регистрацией сигнала во временнóм
домене и возможностью количественного сопо-
ставления флуоресцентного ответа с абсолютной
величиной измеряемого параметра ‒ актуальная
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экспериментальная задача. Ее решение существен-
но расширяет функциональные возможности флу-
оресцентной визуализации в биологических систе-
мах и открывает новые горизонты для исследовате-
лей физиологии и биохимии живой клетки. С
нашей точки зрения, прогресс в области количе-
ственного флуоресцентного анализа живых систем
будет определяться в равной степени новыми тех-
нологическими решениями для времяразрешенной
микроскопии и успехами в расшифровке структур-
но-химических детерминант времени жизни флуо-
ресценции соответствующих флуорофоров.

Работа поддержана Российским фондом фун-
даментальных исследований – грантом 19-34-
60019 (руководитель A.В.M.).

Настоящая статья не содержит каких-либо ис-
следований с участием людей или животных в ка-
честве объектов исследований.

Все авторы внесли равный вклад в написание
статьи и заявляют об отсутствии конфликта инте-
ресов.
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PROSPECTS OF GENETICALLY ENCODED FLIM INDICATORS 
FOR THE QUANTITATIVE ASSESSMENT 

OF INTRACELLULAR PARAMETERS
A. V. Mamontova1, *, T. R. Simonyan1, and A. M. Bogdanov2

1 Center of Life Sciences, Skolkovo Institute of Science and Technology, Moscow, 121205 Russia
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A significant number of genetically encoded indicators based on fluorescent proteins have been created that
allow detecting changes in various parameters: membrane potential shift, pH, concentrations of hydrogen
peroxide, lactate, pyruvate, NAD+/NADH, ATP, calcium cations, etc. Some of them (for example, indica-
tors of calcium cations and hydrogen peroxide) are successfully used by numerous groups of researchers in
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experiments in vivo. The fundamental limitation of most f luorescent indicators is their ability to only quali-
tatively assess the change in the parameter of interest in the cell. The nature of this limitation is that it is dif-
ficult to compare the absolute value of the measured parameter and the detected f luorescent signal for various
reasons. Quantitative measurements impose an additional requirement on the indicator signal: it should not
depend on the technical features of the experiment (such as the level of protein expression, the type and power
of the excitation source, a set of f luorescent filters, etc.). The fulfillment of this requirement may be associ-
ated with the detection of the indicator signal in the time domain, where the main characteristic of the signal
is the f luorescence lifetime. The fluorescence lifetime is an absolute value, insensitive to changes in the in-
tensity of the excitation source, detection settings, losses in the optical path or sample, changes in the con-
centration of the f luorophore in the sample, photobleaching. Thus, when calibrating an indicator in the time
domain, a specific value of the f luorescence lifetime is associated with a specific value of the measured pa-
rameter. The time-resolved imaging mode imposes its own limitations on the properties of the indicator’s f lu-
orescent core. Thus, the lifetime of its f luorescence should change in proportion to the value of the measured
parameter, which is not a characteristic of any f luorophore. In this work, we make a brief review of the detec-
tion principles of the genetically encoded indicators’ f luorescent signal, focusing on current approaches re-
lated to the analysis of time-resolved data.

Keywords: f luorescent indicators, f luorescence lifetime, FLIM
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Образование и накопление в клетке несвернутых, неправильно свернутых или поврежденных бел-
ковых молекул приводит к развитию стресса эндоплазматического ретикулума (ЭПР-стресса). В от-
вет на ЭПР-стресс запускается цепь защитных реакций, направленных на восстановление баланса
между образованием и деградацией белков в клетке, что служит основой для поддержания белково-
го гомеостаза (протеостаза). К главным защитным механизмам при этом относятся следующие:
приостановка общего синтеза белка, повышение уровня шаперонов и активация систем деградации
белков. В случае недостаточности или нарушений в работе этих механизмов запускается апоптоз.
Общим патогенетическим признаком большинства нейродегенеративных заболеваний считается
нарушение протеостаза, при котором наблюдается образование продуктов белковой агрегации,
вследствие чего происходит гибель клеток в определенных отделах нервной системы. Направленное
регулирующее воздействие на сигнальные пути ЭПР-стресса рассматривают в качестве потенци-
ального метода терапии, способного замедлить или даже остановить развитие нейродегенератив-
ных заболеваний.
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СТРЕСС ЭНДОПЛАЗМАТИЧЕСКОГО 
РЕТИКУЛУМА

Функциональное разнообразие белков, в том
числе их уникальные каталитические свойства,
обусловлены сложными трехмерными структура-
ми. Конформация белка определяется его пер-
вичной структурой, а также зависит от физико-
химических свойств микроокружения и особен-
ностей фолдинга (или укладки) полипептидной
цепи. Энергии нековалентных сил, участвующих в
поддержании конформации, относительно невели-
ки, благодаря чему конформационные изменения,
сопровождающие функционирование белков, про-
исходят относительно легко. Вместе с тем неблаго-

приятные воздействия, даже низкоэнергетиче-
ские, могут влиять на структуру белка. Это “ста-
вит” перед клеткой сложную задачу поддержания
белков в физиологически релевантных конфор-
мациях. Этот процесс, или белковый гомеостаз
(протеостаз), реализуется в клетке за счет скоор-
динированной работы систем укладки белковых
молекул, контроля их качества, механизмов де-
градации неправильно уложенных или повре-
жденных белков, а также систем “складирова-
ния” белковых агрегатов [1‒3]. Кроме того, по
нашему мнению, к протеостазу могут быть отне-
сены пути макромолекулярного обмена клетки с
внешней средой: экзоцитоз и эндоцитоз (и его
разновидности), ‒ так как приток в клетку и от-
ток из нее белков могут влиять на клеточный про-
теом. Следует также обратить внимание, что зна-
чительная часть белков функционирует в кон-
формационном состоянии, характеризующемся

Сокращения: БАС – боковой амиотрофический склероз;
НДЗ – нейродегенеративные заболевания; ОНБ – ответ на
несвернутые белки; ЭПР-стресс – стресс эндоплазматиче-
ского ретикулума.
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частичным или даже полным отсутствием ста-
бильных вторичных и третичных структур, а так-
же доменной организации. Так называемые внут-
ренне неупорядоченные области белков и неупоря-
доченные в целом белки, благодаря относительной
“слабости” нековалентных связей, задействован-
ных в поддержании их конформации, существуют и
функционируют не в виде одной структуры, а как
ансамбль структур [4]. Этот континуум конформа-
ций представляет собой важную часть клеточного
протеома, и такие белки, как например частично
неупорядоченный шаперон, участвуют также в
регуляции протеостаза [5]. Неупорядоченные
белки подробно рассмотрены в ряде обзоров (на-
пример, см. [6]). Из-за влияния микроокружения
на белковые структуры протеостаз ряда клеточ-
ных компартментов имеет особенности, в частно-
сти свой набор белков-шаперонов [7]. В связи с
этим протеостаз многоклеточного организма мо-
жет быть условно разделен на внеклеточный и
внутриклеточный; последний, в свою очередь,
включает цитоплазматическую, ядерную систе-
мы и системы протеостаза мембранных органелл:
эндоплазматического ретикулума (ЭПР), мито-
хондрий и других.

В ЭПР укладку синтезирующихся на экспорт
или мембранных полипептидов и пересборку мо-
лекул с нарушенной конформацией осуществля-
ет обособленный пул белков-шаперонов ЭПР, а
утилизацию – цитоплазматические убиквитин-
протеасомная и аутофагосомная системы. Все
они обеспечивают контроль качества белков в
клетке (protein quality control, PQC) [3, 8]. При
дисфункции или насыщении системы укладки
белков в ЭПР и/или перегрузке механизма кон-
тролируемой деградации белков возникает осо-
бое состояние ЭПР-компартмента, называемое
стрессом ЭПР (ЭПР-стресс) [9‒13]. В таком со-
стоянии ЭПР не может эффективно поддерживать
баланс между синтезом и утилизацией образую-
щихся белков, вследствие чего в ЭПР и цитоплаз-
ме накапливаются белки в несвернутом состоянии
или с нарушенной конформацией. При ЭПР-
стрессе образуются промежуточные растворимые
продукты агрегации таких белков, причем их
концентрация постепенно нарастает. Следует от-
метить, что при этом из-за временной остановки
синтеза белка (см. ниже) в клетке не только бло-
кируется ряд функций, но, кроме того, несверну-
тые или неправильно свернутые белки могут об-
разовывать агрегаты, токсичные и/или иммуно-
генные для организма [14]. При появлении таких
потенциально патогенных форм белков в клетке
активируются определенные защитные механиз-
мы, к которым относится комплекс реакций, по-
лучивший название “ответ на несвернутые бел-
ки” (Unfolded Protein Response, UPR; ОНБ). Еще
один механизм ответа клетки на стресс ‒ это об-
разование стресс-гранул (stress granules). Наруше-

ние клеточного протеостаза в результате накоп-
ления аберрантных форм белков в ЭПР ‒ одно из
ключевых звеньев патогенеза нейродегенератив-
ных (НДЗ), онкологических, сердечно-сосуди-
стых и других заболеваний [3, 10, 15‒18].

К важным защитным механизмам высших эука-
риот при ЭПР-стрессе относится блокирование, то
есть значительное и контролируемое снижение, об-
щего синтеза белка (кепзависимой трансляции) за
счет фосфорилирования фактора инициации
трансляции eIF2α (eukaryotic initiation factor 2α); но
при этом селективно экспрессируются гены, ответ-
ственные за адаптацию и восстановление клеточ-
ных функций [9, 17, 18]. Известны и другие меха-
низмы, приводящие к блокировке трансляции.
При длительном персистировании или высоком
уровне ЭПР-стресса происходит переключение
на проапоптотическую программу гибели клетки
[19‒24].

В мембрану ЭПР интегрированы специальные
белки-сенсоры, которые реагируют на увеличе-
ние концентрации несвернутых токсичных форм
белковых молекул в просвете ЭПР. Эти сенсоры
активируются путем аутофосфорилирования и
запускают каскад молекулярных событий, на-
правленных на перестройку процессов синтеза и
созревания белков, с целью коррекции возник-
шего дисбаланса протеостаза. Так клетки адапти-
руются к стрессовым условиям. Для многокле-
точных организмов известно три сенсора ЭПР-
стресса: PKR-подобная ЭПР-киназа (PERK, pro-
tein kinase R-like endoplasmic reticulum kinase) [25],
активирующий транскрипционный фактор 6α
(ATF6α, activating transcription factor 6α) и его пара-
лог 6β (ATF6β) [26] и инозитолзависимая трансмем-
бранная киназа/эндонуклеаза 1α (IRE1α, inositol-
requiring kinase 1α) и паралог 1β (IRE1β) [27]. Эти
белки формируют три относительно независимые
ветви стресс-индуцируемого сигнального пути,
выполняющего роль сенсора и трансмиттера ин-
формации в ядро об увеличении в просвете ЭПР
концентрации несвернутых белков или белков с
нарушенной конформацией (рис. 1) [17, 18, 28‒30].

Известно, что удаление гена, кодирующего
IRE1α (Ern1) или XBP1 (Xbp1) у мышей, приводит
к ранней гибели плода на 12 сутки (E12) эмбрио-
нального развития [31, 32]. Делеция гена, кодиру-
ющего другой ключевой сенсор – PERK
(Eif2ak3), – а также мутации в сайте фосфорили-
рования eIF2α приводят к летальному исходу уже
после рождения [33‒35]. Удаление Atf6a не при-
водит к развитию выраженного фенотипа, однако
нарушает адаптивный ответ при развитии ЭПР-
стресса [36]. При одновременном нокауте гена
Atf6a и его паралога Atf6b наблюдается ранняя эм-
бриональная летальность [37].

PERK и IRE1α ‒ это трансмембранные белки
I типа, при этом N-конец молекулы, обращенный
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в люмен ЭПР, выполняет функцию сенсора, а на
C-конце, обращенном в цитозоль, располагается
домен, обладающий Ser/Thr-киназной активно-
стью [38, 39]. Активированная PERK фосфорили-
рует фактор eIF2α по Ser51 (фосфорилированная
форма – p-eIF2α), после чего он теряет способ-
ность эффективно инициировать трансляцию и,
как следствие, происходит снижение синтеза бел-
ка в клетке. Дополнительно запускается образо-
вание стресс-гранул, выполняющих роль времен-
ного хранилища для нетранслируемой мРНК
[40‒44]. Однако такие условия оказываются бо-
лее выгодными для трансляции ряда мРНК. В
частности, при ЭПР-стрессе усиливается синтез
таких белков, как фактор транскрипции ATF4
(activating transcription factor 4), проапоптотиче-
ский белок CHOP (C/BEP homologous protein) и
субъединица GADD34 (growth arrest and DNA

damage-inducible protein) протеинфосфатазы-1
(PP1), которая участвует в дефосфорилировании
p-eIF2α. В 5'-лидерной последовательности та-
ких мРНК расположены дополнительные откры-
тые рамки считывания (upstream open reading
frame, uORFs), конфигурация которых определя-
ет относительно низкий уровень их трансляции в
нормальных условиях и дает преимущества в
условиях, когда инициация обеспечивается фос-
форилированной формой eIF2α [45, 46]. ATF4,
поступая в ядро, активирует экспрессию генов,
ответственных за синтез и транспорт аминокис-
лот и антиоксидантный ответ. Образуя гетероди-
мер с CHOP, ATF4 активирует транскрипцию ге-
нов, регулирующих аутофагию и трансляцию
мРНК, а также субъединицы GADD34, которая
необходима для дефосфорилирования p-eIF2α и
восстановления белкового синтеза до нормально-

Рис. 1. Сигнальные пути клеточного ответа на несвернутые белки (ОНБ). BiP – иммуноглобулинсвязывающий белок;
IRE1α – инозитолзависимая трансмембранная киназа/эндонуклеаза 1α; ATF6α – активирующий транскрипционный
фактор 6α; PERK – PKR-подобная протеинкиназа ЭПР-киназа; XBP1u – несплайсированная мРНК X-box-связыва-
ющего белка-1; XBP1s – сплайсированная мРНК X-box-связывающего белка-1; sATF6 ‒ короткая форма ATF6α; S1P ‒
протеаза сайта 1; S2P ‒ протеаза сайта 2; eIF2α – эукариотический фактор инициации трансляции 2α; p-eIF2α ‒ фос-
форилированная форма eIF2α; PP1 – протеинфосфатаза-1; ATF4 – активирующий транскрипционный фактор 4;
BiP – ген иммуноглобулинсвязывающего белка; ERp57 – ген белка ЭПР 57 кДа; GRP94 – ген регулируемого глюкозой
белка 94 кДа. Стрелкой указано стимулирующее действие, перпендикулярной линией – ингибирующее, пунктиром ‒
предполагаемое влияние.
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го уровня при выходе клетки из стресса [47, 48].
Следует отметить, что помимо PERK известно
еще три киназы, которые способны фосфорили-
ровать eIF2α. Так, PKR (protein kinase R) активи-
руется при накоплении в клетке двухцепочечной
РНК, HRI (heme-regulated eIF2α kinase) – оксида-
тивным стрессом, GCN2 (general control nondere-
pressible 2) – недостатком питательных веществ,
прежде всего аминокислот [49, 50]. В совокупности
система из четырех киназ, активирующихся при
различных стрессовых воздействиях, обеспечи-
вает интегративный ответ на стресс (integrated
stress response, ISR).

Уникальная псевдокиназа IRE1α, обладающая
эндонуклеазной активностью в активированном
состоянии, способна вырезать 26-нуклеотидный
интрон из незрелой мРНК белка XBP-1 (X-box-
binding protein 1), что приводит к сдвигу рамки
считывания и синтезу белка-транскрипционного
фактора, регулирующего экспрессию генов, во-
влеченных в восстановление гомеостаза ЭПР.
IRE1 активирует гены, кодирующие шапероны и
белки, участвующие в процессах котрансляцион-
ного фолдинга в ЭПР и транспорта, посттрансля-
ционных модификаций и контролируемой дегра-
дации. Активация IRE1α также усиливает дегра-
дацию определенных, часто ассоциированных с
ЭПР мРНК, тем самым снижая количество образу-
емого белка в клетке. Описанный процесс получил
название “регулируемая IRE1-зависимая деграда-
ция” (regulated IRE1-dependent decay, RIDD) [51].

Еще один важный стресс-сенсор ‒ ATF6.
ATF6α – это трансмембранный белок II типа, со-
держащий на цитозольном N-конце молекулы
ДНК-связывающий домен с мотивом основной
лейциновой “застежки-молнии” (basic leucine
zipper, bZIP) [52]. При активации ATF6α транс-
портируется в аппарат Гольджи, где подвергается
расщеплению с высвобождением короткой фор-
мы (sATF6), которая выполняет функцию тран-
скрипционного фактора, усиливающего экспрес-
сию генов, кодирующих шапероны, например
BiP (binding immunoglobulin protein), ERp57 (ER pro-
tein 57) и GRP94 (glucose-regulated protein 94 kDa).
Показано, что sATF6 активирует также транскрип-
цию генов белков, участвующих в процессах кон-
тролируемой деградации других белков [53].

Считается, что в ответ на ЭПР-стресс запуска-
ются все три описанные сигнальные ветви, при
этом происходит одновременная активация как
цитопротекторной, так и проапоптотической
программы. Сигналы, стимулирующие апоптоз,
запускаются либо при большей выраженности
стресса, либо уже после начала реализации за-
щитных механизмов [19, 20, 22, 54, 55]. На на-
чальных этапах ЭПР-стресса преобладают защит-
ные сигналы, чему способствует относительно
высокая стабильность (большое время полурас-

пада) мРНК и белков, определяющих такое дей-
ствие, ‒ например шаперон BiP [19]. Проадап-
тивное значение имеют такие события, как сни-
жение общего уровня трансляции, увеличение
числа молекул, участвующих в укладке и деграда-
ции белков, тогда как главными стимуляторами
клеточной гибели служат такие факторы, как
CHOP и GADD34. В режиме адаптации пере-
стройка работы белоксинтезирующего аппарата
помогает клетке справиться со стрессом. Если
эффективной адаптации не происходит, то ба-
ланс сдвигается в сторону клеточной гибели. В
качестве возможного механизма для такого пере-
ключения J. Lin с соавт. [20] предложили модель,
согласно которой длительность активации раз-
ных ветвей ОНБ различается, что приводит к по-
степенному усилению проапоптотических сигна-
лов. В частности показано, что в первую очередь
после активации затухает сигнал от IRE1-опосре-
дуемой ветви, даже несмотря на продолжающий-
ся стресс. Активность ATF6-пути также снижает-
ся, но менее интенсивно, чем IRE1, тогда как путь
PERK продолжает быть активным намного доль-
ше в условиях сохраняющегося стресса. Более то-
го, при искусственном стимулировании IRE1-пу-
ти в культуре клеток их выживаемость при ЭПР-
стрессе повышается [20]. Взаимодействие между
различными ветвями ОНБ указывает на сложный
характер регуляции ответа на стресс ЭПР. Так,
ген XBP1 ‒ это мишень транскрипционного фак-
тора ATF6, активация которого происходит до-
статочно рано и предшествует трансляции XBP-1,
что свидетельствует о постепенном развертыва-
нии программы ОНБ во времени [28]. Таким об-
разом, запуск ОНБ в конечном итоге приводит к
активации факторов транскрипции и других регу-
ляторных белков, обеспечивающих перестройку
клеточного метаболизма с целью адаптации к
стрессовым условиям и дальнейшему восстанов-
лению. Однако в случае острого стресса или его
длительного персистирования запускается апо-
птоз ‒ главным образом через сигнальный путь
PERK-eIF2α-ATF4-CHOP. CHOP активирует
экспрессию таких проапоптотичесикх генов, как
DR5, TRB3, BIM и PUMA, и подавляет экспрессию
антиапоптотического BCL2 [56, 57]. Выступая в
роли транскрипционных факторов, ATF4 и
CHOP способны реактивировать белковый син-
тез в клетке, при этом они могут взаимодейство-
вать друг с другом. Белковый синтез в условиях
продолжающегося стресса ведет к истощению
ATP и развитию оксидативного стресса, что, в
свою очередь, запускает клеточную гибель [47,
58]. На клеточных культурах и на мышиной моде-
ли показано, что при делеции гена Ddit3, кодиру-
ющего CHOP, в условиях ЭПР-стресса накопле-
ние белковых агрегатов в ЭПР идет медленнее,
снижается оксидативный стресс и замедляется
апоптоз [21, 59, 60]. Однако в другой работе пока-
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зано, что при индуцировании ЭПР-стресса с по-
мощью туникамицина в мозге мышей, нокаутных
по гену Ddit3, клеточная гибель усиливается [61].
Схожие результаты были получены при скрещива-
нии линии мышей, не имеющих CHOP, с мышами,
моделирующими гипомиелиновую лейкодистро-
фию (болезнь Пелицеуса‒Мерцбахера) [62]. У
потомства было значительно увеличено количе-
ство апоптотических клеток в спинном мозге, в
частности олигодендроцитов. Наконец, на моде-
лях оптической нейропатии показано, что одно-
временное “выключение” гена Ddit3, кодирую-
щего CHOP, и повышение экспрессии XBP-1
оказывает цитопротекторное действие [63].

Следует отметить, что CHOP стимулирует ак-
тивность оксидоредуктазы ERO1α (ER oxidase
1α), которая при образовании дисульфидных свя-
зей в ЭПР обеспечивает перенос электронов на
кислород с формированием перекиси водорода
[21, 64]. Эта реакция увеличивает количество ак-
тивных форм кислорода (АФК) и выход ионов
кальция из ЭПР [65]. Ионы кальция, выходящие
из ЭПР, могут поступать в митохондрии через ас-
социированные между двумя органоидами участ-
ками мембраны, что, в свою очередь, приводит к
повышению количества АФК за счет таких меха-
низмов, как высвобождение цитохрома с, стиму-
лирование дегидрогеназ цикла Кребса и активи-
рование NO-синтазы. Возможно, что приток
кальция из ЭПР в митоходрии необходим для
усиления биогенеза АТP ‒ в связи с высоким его
“потреблением” при укладке белков [66].

Все три ветви сигнальных путей ОНБ могут
влиять на запуск апоптоза (рис. 2). Например,
IRE1 при активации формирует комплекс с
TRAF2 (TNF-α receptor-associated factor 2), после
чего образуется тройственный комплекс ‒ с
ASK1 (apoptosis signal-regulating kinase 1), что в
свою очередь активирует JNK (JUN aminotermi-
nal kinase) и направляет клетку в апоптоз [67‒69].
Комплекс IRE1-TRAF2 напрямую взаимодей-
ствует с каспазой-12 (CASP12), вызывая ее олиго-
меризацию и активацию [70]. Кроме того, цито-
зольный домен IRE1α может взаимодействовать с
проапоптотическими белками Bax (Bcl-2-associ-
ated X protein) и Bak (Bcl-2 agonist/killer), которые
усиливают активность IRE1α [71]. Через меха-
низм IRE1-зависимой деградации мРНК может
происходить деградация мРНК, кодирующих ша-
пероны, а также снижение уровней микроРНК,
которые подавляют экспрессию проапоптотиче-
ских каспаз [24]. Меньше известно о роли ATF6 в
активации апоптоза при ЭПР-стрессе. ATF6 ин-
дуцирует апоптоз в миобластах мыши через сни-
жение уровня антиапоптотического белка Mcl-1
(myeloid cell leukemia sequence 1) [72, 73], а в клет-
ках желтого тела – через повышение уровня
CHOP [74, 75]. Таким образом, ATF6, помимо его
роли в поддержании протеостаза, также важен

для регуляции органогенеза [76]. На культуре эн-
дотелиальных клеток показано, что ATF6 снижа-
ет уровень антиапоптотического Bcl-2 и активи-
рует JNK [77]. V. Pagliarini с соавт. [78] показали,
что ATF6 взаимодействует с промотором гена
фактора транскрипции E2F1, снижая его экс-
прессию и тем самым запуская апоптоз. Приме-
чательно, что при этом снижение уровня E2F1
происходит на поздней стадии реализации ОНБ и
сопровождается изменением экспрессии ряда ге-
нов, связанных с апоптозом: снижение уровня
BCL2 и MCL1, повышение уровня NOXA и PUMA.
Такие изменения стимулируют апоптоз. Тогда
как на ранних этапах ОНБ уровни этих белков из-
меняются в обратном направлении, обеспечивая
выживаемость клетки [78]. Исходя из этого, E2F1
может играть роль переключателя при выборе
судьбы клетки ‒ в зависимости от силы и характе-
ра стресса.

СТРЕСС ЭНДОПЛАЗМАТИЧЕСКОГО 
РЕТИКУЛУМА КАК ПОТЕНЦИАЛЬНАЯ 

МИШЕНЬ ДЛЯ ЛЕЧЕНИЯ 
НЕЙРОДЕГЕНЕРАТИВНЫХ ЗАБОЛЕВАНИЙ

Многочисленные исследования последних лет
показали, что существует тесная связь между разви-
тием НДЗ и ОНБ. Так, обнаружено, что в мозге па-
циентов с болезнью Альцгеймера повышен уровень
p-eIF2α и ATF4 [79], а полиморфизм ‒116C/G в
промоторе гена XBP1 ассоциирован с повышен-
ным риском развития этого заболевания [80]. У
пациентов с болезнью Паркинсона также выявле-
но наличие активированных p-eIF2α и p-PERK в
нейронах черной субстанции, которые специфиче-
ски поражаются при паркинсонизме [81]. Более то-
го, в полученных от пациентов с болезнью Паркин-
сона индуцированных плюрипотентных стволовых
клетках, имеющих мутацию в гене α-синуклеина,
обнаружена активация шаперонов и фолдаз,
участвующих в ОНБ, а также XBP-1 [82, 83]. Эти
данные подтверждены на линиях генетически
модифицированных мышей, экспрессирующих
мутантную форму α-синуклеина [82, 83]. Актива-
ция всех трех сенсоров ЭПР-стресса, а также не-
которых каспаз выявлена у больных со споради-
ческими формами бокового амиотрофического
склероза (БАС) [84‒87]. В широко используемой
модели трансгенных мышей с эктопической экс-
прессией мутантного гена SOD1G93A также наблю-
далась активация ОНБ уже на пресимптоматиче-
ской стадии заболевания [88]. Исследования, на-
правленные на поиск молекулярных факторов,
определяющих повышенную уязвимость двига-
тельных нейронов при БАС, указывают на при-
частность к этому белков, вовлеченных в ответ на
ЭПР-стресс [89, 90]. Более того, результаты широ-
комасштабного молекулярно-генетического ана-
лиза показали, что мутации в таких генах, как PDIA1



МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ  том 56  № 6  2022

НАРУШЕНИЕ БЕЛКОВОГО ГОМЕОСТАЗА В КЛЕТКЕ 1049

и PDIA3 (protein disulfide isomerase), непосредствен-
но вовлеченных в систему поддержания белкового
гомеостаза, ассоциированы с БАС [91, 92].

Все эти данные, полученные различными ме-
тодами в разных лабораториях, послужили осно-
ванием для выделения молекулярного каскада
ЭПР-стресса в качестве важной мишени в страте-
гии разработки патогенетической терапии НДЗ
[18, 93‒95]. А изменение показателей функцио-
нального и патогенного состояния ЭПР-стресса
может быть использовано для создания методов
диагностики и анализа прогрессии нейродегене-
ративного процесса. Именно поэтому определе-
ние содержания маркеров ЭПР-стресса, в част-
ности уровней ATF6, ERp57 и PDI в крови и

спинномозговой жидкости, предлагается в насто-
ящее время в качестве одного из подходов для от-
слеживания развития заболевания [87, 88, 96].

Модуляцию сигнальных путей ОНБ рассмат-
ривают в качестве одного из подходов для тера-
пии НДЗ. Логично предположить, что активация
ОНБ, вызванная патологической агрегацией бел-
ков при НДЗ, приводит в конечном счете к гибе-
ли пораженных нейронов и тем самым способ-
ствует прогрессии нейродегенерации. Однако в
исследованиях по воздействию на ключевые зве-
нья ОНБ выявили очень сложную систему регу-
лирования белкового гомеостаза, определяющую
конечную судьбу клетки. Простое неспецифиче-
ское стимулирование сигнальных путей ОНБ

Рис. 2. Ответ на несвернутые белки регулирует выживаемость клеток. BiP – иммуноглобулинсвязывающий белок;
IRE1α – инозитолзависимая трансмембранная киназа/эндонуклеаза 1α; PERK – PKR-подобная ЭПР-киназа; IP3R –
рецептор инозитолтрифосфата; ATF6α – активирующий транскрипционный фактор 6α; sATF6 ‒ короткая форма
ATF6α; Bak – антагонист Bcl-2; Bax – Bcl-2-подобный белок, ассоциированный с X-хромосомой; TRAF2 – фактор-2,
ассоциированный с рецептором TNFα; ASK1 – регулируемая апоптозом киназа-1; JNK – c-Jun N-концевая киназа;
eIF2α – эукариотический фактор инициации трансляции 2α; p-eIF2α ‒ фосфорилированная форма eIF2α; ATF4 –
активирующий транскрипционный фактор 4; CHOP – белок-гомолог CCAAT/энхансерсвязывающего белка; PP1 –
протеинфосфатаза-1; GADD34 – белок, индуцируемый остановкой роста и повреждением ДНК; BCL2 – ген белка-
регулятора апоптоза семейства Bcl-2; TRB3 – ген псевдокиназы трибблис 3; ERO1α – оксидоредуктаза-1α ЭПР; MCL1 –
ген антиапоптотического белка семейства Bcl-2; NOXA – ген проапоптотического белка семейства Bcl-2; PUMA – ген
проапоптотического белка семейства Bcl-2; АФК – активные формы кислорода. Стрелкой указано стимулирующее
действие, перпендикулярной линией – ингибирующее, пунктиром ‒ предполагаемое влияние.
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приводило как к усилению, так и подавлению
развития нейродегенеративного процесса, при-
чем в различных экспериментах воздействие на
одни и те же мишени имели разнонаправленный
характер [18, 28, 97]. Например, показано, что ак-
тивация PERK-опосредованного звена ОНБ мо-
жет замедлять развитие заболевания в мышиных
моделях таких патологий, как БАС, болезнь Пар-
кинсона, рассеянный склероз, травма спинного
мозга и другие. В тоже время нарушение работы
PERK-пути, наоборот, ускоряло развитие заболе-
вания [18, 83, 98‒106]. В противоположность это-
му J. Moreno с соавт. [107], исследуя возможность
стимулирования PERK-сигнального пути для ле-
чения прионной болезни, сообщили о негатив-
ном действии такой стимуляции на течение забо-
левания у модельных животных [107]. Тогда как в
работах других авторов продемонстрировано, что
ингибирование PERK-пути оказывает нейропро-
текторный эффект у мышей, моделирующих бо-
лезнь Альцгеймера [108], прионную болезнь [107,
109], и не влияет на агрегацию гентингтина в мо-
дели хореи Гентингтона [110]. В перечисленных
работах в качестве стимуляторов PERK-опосре-
дованного пути использовали такие подходы, как
применение ингибитора дефосфорилирования
p-eIF2α салюбринала, генетические модели нокаута
гена PPP1R15A, кодирующего GADD34. Тогда как
для ингибирования этого пути использовали нокау-
тирование генов, кодирующих PERK (EIF2AK3) и
ATF4 (ATF4), или же с помощью лентивирусных
векторов осуществляли доставку и экспрессию
гена GADD34. В экспериментальных моделях
конститутивное исключение генетическим нока-
утом проапоптотического белка CHOP оказывало
нейропротекторный эффект на моделях болезни
Паркинсона, травмы спинного мозга, дегенера-
ции глазного нерва, болезни Шарко‒Мари‒Тута
[111‒115] и, наоборот, усиливало апоптоз и пато-
логию, вызванную мутацией в протеолипидном
белке-1 (модель болезни Пелицеуса‒Мерцбахе-
ра), при которой наблюдается активация ОНБ в
олигодендроцитах и, как следствие, гипомиели-
низация в центральной нервной системе [62].

Ряд исследований посвящен роли IRE1-опо-
средованного пути в патогенезе НДЗ. В частно-
сти, на токсической мышиной модели болезни
Паркинсона показано, что трансдукция аденови-
русным конструктом, кодирующим XBP1s ‒ эф-
фектор IRE1-пути, ‒ оказывает положительный
терапевтический эффект на течение заболевания
[116]. Аналогичный подход ‒ с использованием
аденоассоциированного вирусного вектора, ко-
дирующего XBP1s, ‒ также дал положительный
результат на моделях хореи Гентингтона [117],
травмы спинного мозга [101] и при дегенерации
глазного нерва [114].

В другой серии исследований изучали влияние
потери функции XBP-1 на течение нейродегене-

ративного процесса на различных животных мо-
делях. Прижизненный кондиционный нокаут ге-
на, кодирующего XBP-1, значительно замедлял
развитие нейродегенерации на SOD1G86R модели
БАС, при этом наблюдалось усиление аутофагии
[118]. Сходный эффект описан и для модели бо-
лезни Гентингтона [110]. В тоже время кондици-
онный нокаут Xbp1 отрицательно сказывался на
восстановлении мышей после эксперименталь-
ной травмы спинного мозга [101], не давал эф-
фекта на модели инфекционной прионной болез-
ни [119], а также не влиял на выживаемость ган-
глионарных клеток сетчатки при дегенерации
глазного нерва [114]. На примере модели болезни
Гентингтона видно, что как усиление, так и нару-
шение функции XBP-1 может приводить к одно-
му и тому же эффекту ‒ замедлению процесса
нейродегенерации. Безусловно, для объяснения
этого феномена, а также его уточнения необходи-
мы дополнительные исследования.

Намного меньше известно об эффектах, инду-
цируемых при воздействии на ATF6-ветвь ОНБ
при нейродегенерации. Конститутивный нокаут
гена ATF6 усиливал развитие патологии на токси-
ческой модели болезни Паркинсона [120, 121], что
косвенно свидетельствует о его роли в качестве про-
тектора. Более того, активация ATF6 через блоки-
рование его взаимодействия с Ca-связывающим
белком DREAM (downstream regulatory element an-
tagonist modulator) замедляла развитие нейродеге-
нерации на модели хореи Гентингтона [122, 123].
Стоит также отметить, что стимуляция сигнала от
ATF6 также оказывала нейропротекторный эф-
фект на модели ишемического инсульта [124].

Приведенные результаты показывают, что
вклад ОНБ в развитие НДЗ неоднозначный и
представляет собой сложную взаимосвязанную
цепь разнонаправленных метаболических путей,
а итоговый результат терапевтического вмеша-
тельства в программу реализации стрессового от-
вета, вероятно, зависит от типа патологии и, воз-
можно, от времени воздействия относительно
стадии патологического процесса. Так, на транс-
генной мышиной модели БАС (SOD1G93A) показа-
но, что салюбринал (повышает уровень p-eIF2α)
увеличивает продолжительность жизни живот-
ных [98]. В то же время у мышей, нокаутных по
гену Atf4 и содержащих трансген с мутантным
SOD1 (atf4−/−/SOD1G85R), зарегистрирована ча-
стичная эмбриональная летальность и в то же
время увеличение продолжительности жизни ро-
дившихся животных [100]. Интересно, что ATF4 и
p-eIF2α принадлежат к одной сигнальной ветви
ОНБ, активируемой PERK, причем в этом каска-
де ATF4 располагается ниже p-eIF2α. Другое со-
единение, способное повышать уровень p-eIF2α
за счет ингибирования GADD34, – гуанобенц –
тоже протестировано на мышах линии SOD1G93A и
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дало положительный результат, увеличив про-
должительность жизни трансгенных мышей и
ослабив развитие патологии [125]. Однако в по-
следующих исследованиях выявлен противопо-
ложный эффект – усиление прогрессии заболева-
ния [126]. В качестве возможной причины этих
противоречий может быть введение животным
гуанабенца на более продвинутой фазе заболева-
ния в последнем исследовании ‒ что и привело к
усилению проапоптотического пути ОНБ; кроме
того, нельзя исключить побочного действия, вы-
званного введенным препаратом [126].

Таким образом, требуются дальнейшие де-
тальные исследования роли ОНБ в патогенезе
НДЗ с целью выявить вклад различных сигналь-
ных путей в развитие конкретной патологии. Неяс-
ными остаются многие вопросы. На какой стадии
развития патологического процесса и какие факто-
ры определяют момент переключения программы
развертывания ОНБ с проадаптивной на проапо-
птотическую; какое место занимает ЭПР-стресс в
механизмах нейродегенерации ‒ это вторичный
процесс, сопровождающий развитие патологии,
или он вовлечен в инициацию и патогенез заболе-
вания. Множество данных подтверждает скорее по-
следнюю гипотезу. Так, показано, что инъекции ак-
тиватора ЭПР-стресса туникамицина в черную
субстанцию вызывают у крыс олигомеризацию
α-синуклеина и формирование фенотипа, харак-
терного для болезни Паркинсона [127]. Также
ЭПР-стресс, по-видимому, принимает участие в
распространении патологического процесса в
мозге: инъекция пептидов Aβ1‒42 в зубчатую из-
вилину мышей индуцировала гибель холинэрги-
ческих нейронов в базальных ядрах, которые
имеют проекции в зубчатую извилину, а распро-
странение повреждения связывали с передачей
сигнала об ЭПР-стрессе через локальный аксо-
нальный синтез ATF4 и его ретроградный транс-
порт [79]. Известно, что при прогрессировании
ряда нейродегенеративных заболеваний в пато-
логический процесс вовлекаются все новые и но-
вые участки мозга и с таким распространением
патологии связывают различные стадии болезни
[128‒133]. В связи с этим актуален вопрос о воз-
можности купирования процесса распростране-
ния патологической агрегации белков на ранней
стадии заболевания путем локального ингибиро-
вания ответа на несвернутые белки.
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PROTEIN HOMEOSTASIS DYSREGULATION IN PATHOGENESIS 
OF NEURODEGENERATIVE DISEASES
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The formation and accumulation of unfolded, misfolded, or damaged cellular proteins leads to development
of endoplasmic reticulum stress (ER stress). A series of protective reactions is initiated in response to ER
stress. These reactions are aimed at restoring the balance between protein synthesis and degradation, which
is key to maintaining protein homeostasis (proteostasis). The main protective mechanisms are the attenuation
of protein synthesis, increase of chaperone levels, and activation of protein degradation systems. Insufficiency
or malfunction of these mechanisms induce apoptosis. Proteostasis dysregulation accompanied by protein
aggregation and subsequent cell death in specific regions of the nervous system is a common pathogenetic
hallmark of most neurodegenerative diseases. We discuss targeted regulation of the ER stress signaling path-
ways as a potential therapeutic strategy that can slow or even halt the disease progression.

Keywords: ER stress, protein aggregation, proteostasis, neurodegenerative diseases
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Баланс окислительно-восстановительных реакций и судьба опухолевой клетки тесно связаны с ре-
гуляцией внутриклеточного гомеостаза переходных металлов, среди которых исключительно
важную роль играют медь и ее соединения. Повышенный внутриклеточный уровень ионов меди
может быть причиной или следствием малигнизации, так как метаболизм этого металла влияет на
функционирование цепи переноса электронов, регуляцию транскрипции, рост и миграцию клеток.
Такие воздействия, как генерация активных форм кислорода (АФК) и апоптоз, опосредованные до-
бавлением препаратов на основе меди, депривация ионов меди хелаторами и таргетное ингибиро-
вание конкретных участников цепи метаболизма меди, эффективно снижают выживаемость опухо-
левых клеток и используются в противоопухолевой терапии. Однако точные механизмы влияния на
клеточный цикл и клеточную гибель, стоящие за активностью медь-ассоциированных препаратов,
до сих пор практически не изучены. Многочисленные попытки идентифицировать эти механизмы
приводят к выявлению индукции окислительного стресса и активации апоптотических каскадов,
основным элементом в регуляции которых является опухолевый супрессор p53. При этом влияние
этого белка, опосредующего процессы антиоксидантной защиты и выживания, распространяется,
по всей видимости, и на активность белков метаболизма меди. Все больше исследований подтвер-
ждает, что взаимодействие медьсодержащих соединений и белков метаболизма меди с фактором
p53 многогранно и не замыкается исключительно на АФК. В нашем обзоре рассмотрена связь тран-
скрипционного фактора p53 с метаболическими путями, регулирующими распределение меди, и
возможность использования этой взаимосвязи для повышения эффективности онкотерапии.

Ключевые слова: метаболизм меди, активные формы кислорода, p53, химиотерапия, медные метал-
лошапероны, Atox1, Ctr1, терапия опухолей
DOI: 10.31857/S0026898422060222

ВВЕДЕНИЕ

В опухолевых тканях повышена концентрация
меди как в виде свободных ионов, так и в связан-
ном с белками состоянии [1, 2]. Этот факт не уди-
вителен, учитывая влияние меди на функциони-
рование митохондрий, процессы клеточного ро-
ста, пролиферации, миграции и окислительно-
восстановительного баланса [3]. Кроме того, но-
вые исследования выявляют корреляцию между
концентрацией ионов меди и активностью таких
сигнальных каскадов, ассоциированных с малиг-
низацией, как B-Raf, Akt, HIF1 и др. [4]. Стано-
вится очевидным, что функции меди в клетке не
сводятся исключительно к функциям медьсодер-
жащих белков, ее роль в опухолевых процессах
гораздо существеннее, чем считалось ранее.

Принимая это во внимание, можно рассчиты-
вать на высокую противоопухолевую эффектив-
ность препаратов, терапевтическая активность
которых обусловлена влиянием на внутриклеточ-
ный уровень меди. И действительно, существует
несколько классов веществ такого рода, все они
находятся на разных стадиях испытаний [5]. Об-
щим их свойством является многоплановое воз-
действие на клетку, которое зачастую реализуется
через генерацию АФК и приводит в итоге к ин-
дукции апоптоза. Во многих случаях апоптоз про-
исходит через активацию р53, причем, как ни пара-
доксально, и при депривации меди, и при исполь-
зовании цитотоксинов на ее основе. Основные
функции р53 – регуляция процессов клеточной ги-
бели, контроль клеточного цикла и процессов репа-
рации – изучены достаточно давно и детально [6, 7].
Кроме того, р53 известен индукцией перестроек в
энергетическом метаболизме [8, 9]. Подобные# Эти авторы внесли равный вклад в работу.
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эффекты описаны в последние десятилетия и для
медьзависимых внутриклеточных белков (SCO2,
Atox1) [10–12]. В конце концов, и медь, и р53 при-
нимают участие в регуляции окислительно-вос-
становительного баланса [13, 14]. В нашем обзоре
обобщены имеющиеся на настоящий момент
данные о взаимосвязи между активностью р53 и
метаболизмом меди, а также кратко рассмотрено
возможное их применение в разработке стратегий
лечения опухолей.

МЕТАБОЛИЗМ МЕДИ 
В ОПУХОЛЕВЫХ КЛЕТКАХ

Опухолевые клетки претерпевают значитель-
ные перестройки метаболизма, направленные на
поддержание пластичности (выживаемость, про-
лиферативный потенциал, способность к мета-
стазированию), и требуют существенного биохи-
мического регулирования [15, 16]. Метаболизм
меди не исключение: жизненно важная роль это-
го металла в ключевых клеточных процессах (де-
лении и дыхании клеток, защите от АФК, ангиоге-
незе) создает увеличенную потребность опухолевых
клеток в меди [17], что закономерно приводит к по-
вышению концентрации меди в опухоли в сравне-
нии со здоровыми тканями [18]. В первую очередь
ионы меди способствуют ангиогенезу, стимули-
руя продукцию факторов роста эндотелия сосу-
дов (VEGF) и фибробластов (FGF) [19–21]. Этот
металл может также частично регулировать тран-
скрипционную активность фактора HIF1 [22–24].
В то же время медь не только влияет на ангиоге-
нез, она усиливает активность сигнальных путей
B-Raf [25], Akt [26], RTK [27], JNK [28], ULK1 и
ULK2 [29], которые связаны с контролем проли-
феративной активности и выживаемости опухоле-
вых клеток. Существенно влияние меди и на про-
цессы метастазирования, так как она служит ко-
фактором лизилоксидазы (LOX), которая участвует
в процессах перестройки внеклеточного матрикса
за счет создания “сшивок” в молекулах коллагена
и эластина. Тем самым медь способствует повы-
шенной вероятности возникновения метастазов
[30–32] путем формирования ниши для метаста-
зирующих клеток [33].

Выявлена значимость белков метаболизма ме-
ди как прогностических маркеров. Обнаружено,
что повышенная экспрессия металлошаперона
Atox1 (антиоксидант 1) связана с худшим течени-
ем рака молочной железы [34]. Этот факт под-
твержден также на клетках миелогенного лейкоза
и меланомы [35]. В случае меланомы с мутацией
BRAFV660E одним из объяснений может быть уси-
ление фосфорилирования ERK1/2 (Ras-зависи-
мой киназы, регулируемой внеклеточным сигна-
лом) за счет способности меди аллостерически
потенцировать активность MEK1/2 [36]. Предпо-
лагается, что этот механизм может работать и в

опухолях другого типа. Эта гипотеза косвенно
подтверждается снижением пролиферации кле-
ток немелкоклеточного рака легкого в ответ на
нокдаун Atox1 [37]. Схожие данные получены для
металлошаперона супероксид-дисмутазы (CCS)
на клеточных культурах рака молочной железы
[38]. Нокдаун этого металлошаперона снижает
фосфорилирование ERK1/2. В то же время добав-
ление N-ацетилцистеина устраняло эффект нок-
дауна CCS. Утверждается, что отсутствие CCS
приводит к повышению уровня АФК, которые
препятствуют эффективному фосфорилирова-
нию ERK1/2. Однако снижение экспрессии CCS,
наоборот, рассматривается как показатель небла-
гоприятного прогноза при гепатоцеллюлярной
карциноме [39]. Таким образом, повышение
уровня экспрессии металлошаперонов меди зача-
стую способствует малигнизации, влияя на раз-
личные сигнальные пути и факторы, участвую-
щие в регуляции клеточного цикла, однако этот
показатель пока не может считаться универсаль-
ным и однозначным маркером определенного те-
чения заболевания. По всей видимости, конкрет-
ные молекулярные механизмы могут по-разному
реализовываться в опухолях разного происхожде-
ния. На рис. 1 представлена упрощенная схема
внутриклеточного транспорта и метаболизма ме-
ди с указанием факторов, вовлеченных в процес-
сы малигнизации.

МЕДЬ В ПРОТИВООПУХОЛЕВОЙ ТЕРАПИИ
Учитывая роль меди в процессах, происходя-

щих в опухолевых клетках, логичным выглядит
выбор метаболизма данного металла в качестве
мишени для терапии. На данный момент выделя-
ют несколько категорий препаратов: 1) препара-
ты, повышающие внутриклеточное содержание
меди или реализующие за счет меди свое токсиче-
ское действие; 2) хелаторы, снижающие внутри-
клеточное содержание меди; 3) ингибиторы фак-
торов, участвующих во внутриклеточном распре-
делении меди.

Пока неясно, химические соединения каких
классов окажутся наиболее эффективными про-
тив рака. Есть ряд примеров, когда увеличение
содержания меди во внутриклеточном пуле мо-
жет улучшить результат лечения. Так, повышен-
ное содержание солей меди в культуральной сре-
де усиливало экспрессию лиганда программируе-
мой смерти PD-L1 в клетках гепатомы Hep3B и
Hepa1-6, в то время как хелаторы меди оказывали
противоположный эффект [40]. Обнаружена
сильная взаимосвязь между уровнями экспрес-
сии переносчика меди CTR1 и PD-L1, что может
объяснить описанный эффект. Медь-опосредо-
ванная стабилизация PD-L1 может облегчить те-
рапию антителами против PD-L1 [41]. Существу-
ет множество органических комплексов меди, ко-
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торые, как сообщается, обладают направленным
цитотоксическим действием против опухолевых
клеток. Механизм их действия преимущественно
включает ингибирование протеасомной деграда-
ции, образование АФК, повреждение ДНК, ин-
дукцию различных форм гибели клеток (апоптоз,
аутофагию и параптоз) [42]. Многие распростра-
ненные медьсодержащие соединения вызывают
окислительный стресс с последующими разры-
вами ДНК, что приводит к индукции p53. Пока-
зана активация р53 при лечении крыс линии Ви-
стар с глиобластомой органическим комплексом
TPT-CuCl2 (трифенилоловобензимидазолтиолхло-
рид меди) in vivo, а также при воздействии соедине-
нием на клеточные линии человека – H1299 (не-
мелкоклеточный рак легкого), HeLa (рак шейки
матки), MCF-7 (аденокарцинома молочной же-
лезы) [43]. Исследование, проведенное на моно-
цитах U937 (клетки p53-null) и клетках альвеоляр-
ной аденокарциномы A549 (содержат p53 дикого
типа), показывает, что статус p53 влияет на спо-
соб гибели клеток: апоптоз в клетках с нормально
функционирующим p53 или аутофагия в линиях с
неактивным p53 при добавлении медных ком-
плексов бистиосемикарбазонов [44].

Действие хелаторов, которые способны связы-
вать медь, изолируя его от участия в различных ме-
таболических процессах, противоположно дей-
ствию лекарственных средств на основе меди.
Терапия хелаторами постепенно развивается,

проводятся клинические испытания [45]. Пока-
зано, что такие хелаторы меди, как тетратиомо-
либдат, могут подавлять рост и пролиферацию
клеток меланомы, а также усиливать действие ин-
гибиторов, направленных на каскад MAPK [25,
36]. Медь-депривационная терапия опухолей с
различными мутациями в BRAF приводит к сни-
жению пролиферативной активности и замедляет
рост опухоли [46–48]. Дитиокарбаматы могут
способствовать генерации АФК и активации
внутренних путей апоптоза [49]. Показано также,
что эти вещества нарушают взаимодействие меж-
ду p53 и его супрессором Mdm2. Сходные эффек-
ты вызывает и куркумин [50, 51]. Экспрессия цик-
лина D1 – основного фактора прогрессии клеточ-
ного цикла и прохождения фазы G1/S – также
снижается при добавлении куркумина, что инте-
ресно в свете недавнего открытия Atox1 как факто-
ра транскрипции, который может связываться со
специфическим промотором в гене циклина D1
[10]. Возможно, что эффект куркумина обуслов-
лен нарушением функционирования Atox1 в ре-
зультате хелатирования меди. Вдобавок, при изу-
чении распространенных хелаторов меди – тетра-
тиомолибдата аммония и дисульфирама – в
качестве противоопухолевых средств получены
положительные результаты, в частности, в кли-
нических испытаниях, где эти хелаторы комби-
нировали с препаратами на основе платины, а
также на клетках рака молочной железы [52–54].

Рис. 1. Связь метаболизма ионов меди с прогрессированием опухоли. Одновалентная медь попадает в клетку с транс-
портером Ctr1. Во внутриклеточном пространстве она связывается с металлошаперонами, металлотионеинами, церу-
лоплазмином и глутатионом. Стрелками указаны функциональные связи между белками. Черным шрифтом обозна-
чена функция факторов в здоровых клетках, красным – возможные эффекты при малигнизации. Подробности в тексте.
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ЦЫМБАЛ и др.

Дисульфирам в сочетании с различными таргет-
ными ингибиторами и цитостатиками, включая
оксалиплатин, оказывал более выраженный ток-
сический эффект на клетки колоректального ра-
ка с мутированным р53, чем на клетки с р53 дико-
го типа (р53WT) [55]. Интересно, что противоопу-
холевую активность дисульфирама можно
усилить добавлением солей меди [56]. Этот эф-
фект характерен и для других тиолсодержащих
соединений [57, 58], что, по всей видимости, объ-
ясняется способностью таких соединений вос-
станавливать медь, приводя к генерации АФК. В
табл. 1 приведены характеристики комплексов и
хелаторов меди, связь медь-ассоциированных
препаратов со статусом p53 и описание их сов-
местных эффектов.

Хелаторы меди способны нарушать рост и про-
лиферацию опухолевых клеток, активируя меха-
низмы апоптоза, однако они влияют на все фак-
торы и белки, так или иначе связанные с метабо-
лизмом меди, т.е. их действие не селективно.
Появляются препараты, чья активность избира-
тельна и направлена на конкретный элемент в си-
стеме контроля гомеостаза меди. Наиболее хоро-
шо изучены ингибиторы SOD1 (супероксид-дис-
мутазы) 1), CCS (медный шаперон SOD) и Atox1.
Ингибируя SOD1, 2-метоксиэстрадиол способен
вызывать накопление р53 [63]. Изучение специфи-
ческого ингибитора SOD1 – препарата ATN-224 –
показало, что клеточная гибель индуцируется по-

средством активации каскада р38 MAPK и после-
дующего снижения экспрессии антиапоптотиче-
ского фактора MCL1. Однако наличие или отсут-
ствие р53 не влияло на активность ATN-224 [65].
Эффективность DC_AC50 – ингибитора Atox1 и
CCS – оценивали на культурах клеток рака мо-
лочной железы. Отмечено снижение выживаемо-
сти опухолевых клеток при минимальном влия-
нии на здоровые. Препарат оказывал влияние на
транспорт ионов меди и ее накопление, вызывал
окислительный стресс, дисфункцию некоторых
сигнальных и метаболических путей, что в сово-
купности приводило к апоптозу [64, 66].

Таким образом, противоопухолевые эффекты
медьсодержащих комплексов, хелаторов меди
или химических ингибиторов факторов метабо-
лизма меди очень похожи. Обычно они включают
генерацию АФК либо за счет прямого участия ме-
ди в реакциях Фентона, либо за счет ингибирова-
ния функционирования антиоксидантных бел-
ков (таких, как SOD1), в составе которых есть
медь. Помимо этого, депривация меди или инги-
бирование белков-участников ее метаболизма
устраняет активность проонкогенных сигналь-
ных путей, снижает пролиферацию клеток, а так-
же ангиогенез и метастазирование. Комплексы
меди вызывают окислительный стресс, повре-
ждение ДНК, протеасомную деградацию и гибель
клеток посредством различных механизмов. В
большинстве случаев механизмы клеточной гибе-

Таблица 1. Медьсодержащие препараты и р53

Класс 
препарата Препарат Тип действия и индуцируемые эффекты Ссылка

Медные 
комплексы

ТРТ-CuCl2 Генерация АФК, индукция p53, экспрессия 
проапоптотических генов

 [43]

Соединения на основе бистиосемикар-
базона

Генерация АФК, перекисное окисление 
липидов, зависимая от статуса p53 аутофагия

 [44]

Комплекс Исатин–основание Шиффа–
медь (II)

p53-зависимый апоптоз  [59]

S-бензилдитиокарбазат Снижение экспрессии мутантных форм p53, 
апоптоз, блок клеточного цикла в G2/M

 [60]

Комплекс меди с ди-2-пиридилгидра-
зондитиокарбамат-s-уксусной кислотой

АФК-индуцируемое ингибирование проли-
ферации, p53-зависимый апоптоз, аутофагия

 [49]

Медные 
хелаторы

Дитиокарбаматы Генерация АФК, снижение экспрессии 
Mdm2, усиление экспрессии p53

 [61]

Куркумин Снижение экспрессии циклина D1 и p53  [50]
Куместерол Фрагментация ДНК, образование АФК, акти-

вация p53/p21, остановка клеточного цикла в 
фазе G1/S, потеря мембранного потенциала 
митохондрий

 [62]

Специфич-
ные

2-Метоксиэстрадиол Ингибирование SOD1 и активация p53  [63]
DC_AC50 Ингибирование Atox1 вызывает окислитель-

ный стресс и снижает уровень АТР
 [64]
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ли при действии таких препаратов реализуются
через активацию р53. Кроме того, эффекты дан-
ных препаратов и процессы, на которые распро-
страняется их влияние, очень сходны с эффекта-
ми, наблюдаемыми при активации опухолевого
супрессора p53. В обоих случаях остановка кле-
точного цикла обусловлена ингибированием
циклина D1. Окислительный стресс является
важной составляющей индукции этих факторов с
последующим осуществлением апоптотических
процессов. Возникает вопрос, обусловлено ли это
совпадение неспецифическим цитотоксическим
действием или существует связь между метабо-
лизмом меди и активностью р53?

МЕТАБОЛИЗМ МЕДИ И р53: 
ВЗАИМНАЯ РЕГУЛЯЦИЯ

Самая очевидная связь между гомеостазом ме-
ди и активностью р53 проистекает из цитотокси-
ческого действия переходного металла, который
индуцирует образование АФК, повреждающих
ДНК и запускающих стрессовый ответ с вовлече-
нием p53 [7, 65, 66]. При этом Сhen S.Y. и соавт.
показали, что индукция p53 в ответ на экзоген-
ный сульфат меди может зависеть от транскрип-
ционного фактора DEC1 – белка, рассматривае-
мого в качестве опухолевого супрессора [23]. К
сожалению, остается неясным, зависит ли этот
эффект непосредственно от меди или обусловлен
медь-опосредованной генерацией АФК.

Противоречивым выглядит следующий мо-
мент: в ряде случаев отмечено значительное сни-
жение активности р53 как фактора транскрип-
ции, несмотря на повышение его экспрессии в
ответ на медь. Это может быть связано с действи-
ем АФК, которые вызывают мутации в гене Тp53
или ошибки фолдинга белка p53, вследствие чего
его функциональность бывает утеряна [69]. Не
менее интересно, что добавление сульфата меди
не приводит к накоплению АФК в опухолях с
инактивированным p53 [70], хотя необходимо от-
метить, что в этом исследовании использовали
относительно малые концентрации действующе-
го вещества (около 25 мкМ, в то время как в дру-
гих работах большинство внутриклеточных эф-
фектов наблюдали в присутствии 200 мкМ суль-
фата меди [22, 69]). Это может указывать, что
АФК не является единственным медиатором вза-
имосвязи р53 и меди, и именно непосредственное
воздействие меди на p53 приводит к потере его
функциональной активности, что, учитывая ан-
тионкогенные свойства нормально функциони-
рующего p53, делает процесс малигнизации более
вероятным [71]. Еще в 1995 году было показано,
что ион Cu1+ при физиологических концентраци-
ях способен связываться с p53 и подавлять его
специфическое взаимодействие с ДНК посред-
ством механизмов, не зависящих от образования

АФК [72]. Кроме того, одновалентная медь спо-
собна вытеснять цинк из комплекса с p53, вызы-
вая его неправильный фолдинг с последующей
потерей активности [71]. Также на клетках почки
эмбриона человека HEK293 показано, что одно-
валентные ионы меди могут усиливать полиубик-
витинирование и последующую деградацию p53
E2D-конъюгазой, которая имеет консерватив-
ный домен для связывания иона Cu1+ [73].

Таким образом, высокая внутриклеточная
концентрация ионов меди может по-разному
влиять на функционирование p53. С одной сторо-
ны, повреждение ДНК свободными радикалами
может привести к индукции р53, с другой, актив-
ность р53 может угнетаться как повреждениями
самого гена TP53, так и его продукта. Можно
предположить, что логика регуляции зависит и от
количества меди. Если медь поступает регулярно
в относительно небольшой концентрации, то, в
перспективе, возможна деградация р53 и возник-
новение мутаций в нем, снижение экспрессии и
функциональной активности, что может приво-
дить к малигнизации. Большие разовые дозы ме-
ди индуцируют продукцию АФК и повреждение
ДНК, что, наоборот, ведет к активации р53, оста-
новке клеточного цикла и апоптозу. Присутствие
активного р53 в опухоли обычно способствует
апоптотическим процессам, в то время как его от-
сутствие приводит к металлорезистентности. Та-
ким образом, открытым остается вопрос о влия-
нии интенсивности и длительности воздействия
на индуцированный мутагенез TP53.

На этом загадки регуляции не заканчиваются:
парадоксальным образом добавление хелаторов
также способно индуцировать повышение внут-
риклеточного уровня р53 [74]. В этом случае воз-
можен запуск апоптоза как по внутреннему, так и
по внешнему пути [75]. Результатом применения
хелаторов также является индукция окислитель-
ного стресса, угнетение ангиогенеза, клеточная
гибель, наблюдаемые и при повышении внутри-
клеточной концентрации меди. Эти эффекты,
как уже упоминалось, реализуются через подав-
ление функции медьсодержащих ферментов, та-
ких как SOD. Это может указывать на строгую за-
висимость между действием медь-ассоциирован-
ных препаратов, индукции окислительного стресса
и р53. Данная механистическая концепция не пред-
полагает наличия каких-либо сложных сигналь-
ных каскадов, необходимых для реализации та-
ких эффектов. И она действительно имеет право
на существование, однако не стоит забывать, что
медь связывается многочисленными факторами
и белками, поэтому концентрация свободных
ионов меди в клетке остается чрезвычайно малой
[76]. Как будут вести себя эти факторы и белки в
присутствии различных концентраций меди? Ка-
кие сигналы и через какие механизмы они будут
запускать? Как они связаны с выживанием и ги-
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белью клеток? Возможно ли, что именно они
провоцируют возникновение эффектов, описан-
ных выше, и как тогда связаны метаболизм меди
и сигнальная сеть р53? Ответы на эти вопросы по-
могут в поиске новых терапевтических комбина-
ций, выбор которых может быть основан на ста-
тусе p53 в опухолях.

Начнем с того, что выясним, с какими белка-
ми метаболизма меди непосредственно взаимо-
действует р53. Опубликована лишь информация
о возможности взаимодействия между р53 и ме-
таллошапероном Atox1. Показана зависимость
внутриядерного транспорта ионов меди шаперо-
ном Atox1 от активности р53 [77, 78]. С использо-
ванием двухгибридного анализа установлено, что
в ядре Atox1 связывается со многими металлсо-
держащими ДНК-связывающими белками [79].
Взаимодействие Atox1 с р53 в этой работе не изу-
чали, однако, учитывая общие каскады, оно не
исключено.

Что касается взаимодействия на уровне генов,
то известно, что экспрессия SCO2 – медного ша-
перона, ассоциированного со сборкой цитохром-
с-оксидазы, находится под строгим контролем
p53 [80–82]. Поскольку цитохром с – это один из
ключевых белков электрон-транспортной цепи,
осуществляющий перенос восстановленных эк-
вивалентов на молекулярный кислород [83], не
будет преувеличением сказать, что окислитель-
но-восстановительные функции меди по крайней
мере частично зависят от активности p53. Это
особенно интересно в контексте участия р53 в эф-
фекте Варбурга [84–86], важными составляющи-
ми в котором являются COX17 и SCO2. Стоит
упомянуть, что в процессы малигнизации вовле-
чен также медный шаперон цитохром-с-оксида-
зы 17 (COX17) [87].

Существуют две медьсодержащие изоформы
SOD: SOD1 (внутриклеточная) и SOD3 (внекле-
точная) [88, 89]. Учеными Центра эксперимен-
тальной эндокринологии и онкологии (Италия)
обнаружено, что сверхэкспрессия SOD3 в фиб-
робластах мыши приводит к увеличению экс-
прессии p53 и, что необычно, к снижению p21.
Полученные результаты объясняются так называ-
емым начальным пролиферативным всплеском –
созданием множества репликативных вилок, ко-
торые при дальнейшей репликации не могут под-
держиваться молекулярной машинерией, что ве-
дет к повреждению ДНК и последующему апо-
птозу [90]. Что касается SOD1, то нокаут гена
этой изоформы в фибробластах приводит к на-
коплению АФК, активации p53 и клеточной
смерти [88]. Обнаружено также, что двойной но-
каут TP53/SOD1 в клетках значительно снижал
частоту АФК-индуцированного апоптоза по
сравнению с нокаутом только TP53 [91]. На клет-
ках гепатоцеллюлярной карциномы человека

(HepG2) показано, что снижение экспрессии
SOD1 вызвано повышением концентрации р53,
который, возможно, регулирует SOD1, связыва-
ясь с белками инициации транскрипции [92]. Му-
тации гена SOD1, как показано на клетках нейроб-
ластомы, приводят к увеличению количества АФК,
что активирует p53 и запускает апоптоз [93].

Также на клеточных линиях гепатомы обнару-
жена индукция экспрессии транспортера CTR1 в
клетках с часто встречающейся мутацией Y220C в
центральном домене p53 [94]. Обработка клеток
HEK293 цисплатином приводила к значительно-
му снижению индукции p53 в клетках с нокаутом
CTR1, но это свидетельствует лишь о том, что
CTR1 участвует в захвате цисплатина клеткой
[95]. Одной из мишеней транскрипционного
фактора p73, входящего в семейство p53, является
экспрессия гена ATP7A, кодирующего трансмем-
бранный белок-экспортер меди [96]. В работе
Masaldan S. и соавт. показано, что индуцирован-
ное радиацией старение эмбриональных фиброб-
ластов MEF мыши и сопутствующее накопление
внутриклеточной меди, обусловленное повыше-
нием экспрессии Ctr1 и ослаблением экспрессии
ATP7A, происходит только в присутствии p53 ди-
кого типа [97]. Цитостатический препарат окса-
липлатин способен к транслокации в клетку с по-
мощью Ctr1. На резистентных к оксалиплатину
клетках рака шейки матки человека установлено,
что d-пеницилламин вызывает увеличение экс-
прессии фактора транскрипции Sp1, что, в свою
очередь, обеспечивает транслокацию p53 из ядра
в цитоплазму с дальнейшим его полиубиквити-
нированием и протеасомной деградацией, что
ингибирует экспрессию ATP7A [98].

Iida Т. и соавт. показали, что рибозим типа го-
ловки молотка (мотив РНК, который катализиру-
ет обратимые реакции ауторасщепления и ауто-
лигирования в определенном участке молекулы),
направленный против γ-глутамилцистеин-синте-
тазы, ключевого фермента биосинтеза глутатио-
на, увеличивает экспрессию p53 в клетках линии
HCT8DDP резистентного к цисплатину рака тол-
стой кишки [99]. Однако это влияние достаточно
противоречиво, поскольку в другой работе, вы-
полненной на линиях клеток колоректального
рака, не обнаружили значимой связи экспрессии
γ-глутамилцистеин-синтетазы и p53 [100]. Lin-
Lee Y.-С. и соавт. также подтверждают, что вклад
p53 в стимуляцию экспрессии γ-глутамилцисте-
ин-синтетазы в значительной мере зависит от
окружающих условий и конкретных мутаций p53
в различных клеточных линиях колоректального
рака [101]. Необходимый элемент синтеза глута-
тиона – Na-независимый/Cl-зависимый цистин-
глутаминовый антипортер SLC7A11, который в
обмен на глутамат транспортирует в клетку окис-
ленную форму цистеина – цистин, находится под
контролем p53. p53 репрессирует экспрессию
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SLC7A11, сенсибилизируя таким образом опухо-
левые клетки к ферроптозу – типу клеточной
смерти, в котором участвуют переходные метал-
лы, в том числе медь [102]. Это еще раз доказыва-
ет важность изучения свойств p53 в зависимости
от локализации и типа опухоли, мутаций и изо-
форм опухолевого супрессора.

Конечно, сложная структура регуляторной се-
ти метаболизма меди только начинает прояснять-
ся, особенно в контексте развития опухолей. Не-
смотря на это, получены некоторые многообеща-
ющие данные о взаимной регуляции между
связанными с медью молекулами и p53 (рис. 2).

Далее мы постараемся понять, каким образом
можно использовать полученные знания в тера-
пии опухолей и можно ли подобрать такую ком-
бинацию препаратов и мишеней, которые в сум-
ме дают синергический эффект в контексте мета-
болизма меди и статуса р53.

СВЯЗЬ р53 И МЕТАБОЛИЗМА 
МЕДИ – НОВЫЙ МАНЕВР 

ДЛЯ ПРОТИВООПУХОЛЕВОЙ ТЕРАПИИ
Упомянутые работы указывают на прямую и

опосредованную роль p53 в метаболизме меди и,

Рис. 2. Взаимная регуляция ассоциированных с медью молекул и p53. Зеленые стрелки указывают на усиление экс-
прессии; красные – на уменьшение; серые – отражают слабую связь или отсутствие связи; вопросительныйзнак –
противоречивые данные. SOD – супероксид-дисмутаза; SCO2 – белок, связанный со сборкой цитохром-c-оксидазы;
CTR1 – белок захвата меди 1; ATP7A – АТPазный транспортер меди альфа; Atox1 – медный шаперон антиоксидант 1.
Создано с помощью Biorender.com.
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соответственно, в эффективности медь-ассоции-
рованной терапии. Учитывая достижения в ана-
лизе функционирования регуляторной сети p53 и
применении этих знаний в терапии опухолей,
стоит направить наше внимание на использова-
ние соответствующего подхода к изучению регу-
ляции метаболизма меди. Применяя препараты,
активирующие или стабилизирующие р53, сов-
местно с медь-ассоциированной терапией мы мо-
жем ожидать значительного снижения выживае-
мости опухолевых клеток. Взаимодействия между
указанными факторами стали предметом при-
стального внимания исследователей, не в послед-
нюю очередь потому, что их взаимосвязь оказа-
лась намного сложнее, чем АФК-опосредованное
повреждение ДНК (рис. 3).

Несмотря на слабую изученность участия р53 в
регуляции гомеостаза меди, уже сейчас существу-
ет возможность применения наших знаний к вы-
работке новых терапевтических подходов. На-
пример, достаточно активно начинают прояс-
няться взаимосвязи Atox1 с p53. В присутствии
p53 белок Atox1 намного эффективнее трансло-

цируется в ядро и выполняет свои функции, в том
числе контролирует экспрессию циклина D1 [10,
77]. Малая молекула DC_AC50, специфично свя-
зывающаяся с Atox1, успешно снижает пролифе-
ративную активность линий клеток немелкокле-
точного рака легкого человека (H1299), миелоген-
ного лейкоза человека (K562), рака молочной
железы человека (MDA-MB-231) и плоскоклеточ-
ного рака головы и шеи (Tu-212LN) [62]. Отмечена
также генерация АФК и снижение синтеза АТР в
результате добавления препарата DC_AC50. Если
транскрипция или часть функций Atox1 находят-
ся под контролем p53, а он, в свою очередь, мути-
рован у конкретного пациента, то стоит ожидать
низкой эффективности этого препарата у этого
пациента. Таким образом, мы можем получить
новый терапевтический маркер, способный по-
влиять на стратегию лечения. Как сказано выше,
мы можем либо применять препараты, восста-
навливающие активность p53, в сочетании с тера-
пией, направленной на Atox1, либо выбирать дру-
гой курс лечения, что будет зависеть от конкрет-
ной мутации в р53. Отдельная задача состоит в

Рис. 3. Взаимодействие p53 и белков, ассоциированных с медью. Генотоксические агенты и ионизирующее излучение
вызывают одноцепочечные (SSB) или двухцепочечные (DSB) разрывы ДНК, которые мгновенно воспринимаются
p53. Этот белок связан с ответами на появление свободных радикалов и АФК, которые, в свою очередь, влияют на ин-
дукцию транспортеров и шаперонов меди. Этот каскад может опосредовать и обратный ответ – активировать или су-
прессировать p53. Такие функциональные петли вносят вклад в баланс выживаемости и гибели опухолевых клеток.
Создано с помощью Biorender.com.
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определении вклада каждой конкретной мутации
p53 в опухолях разной локализации в эффектив-
ность действия ингибиторов Atox1.

Как уже отмечено, ингибирование SOD1 про-
воцирует аккумуляцию АФК и р53-зависимый
апоптоз. Это отличает SOD1 от SOD3, которая
функционирует преимущественно во внеклеточ-
ном пространстве. В опухолях с неактивным р53
ослаблен ответ на АФК [103]. Добавление индукто-
ров или стабилизаторов р53, например, стиктино-
вой кислоты или производных карбазола [104] с од-
новременным ингибированием функции SOD1
при помощи диэтилдитиокарбамата (DDC) и тет-
ратиомолибдата (TM) [105] должно давать синер-
гический эффект за счет повышения уровня
окислительного стресса при одновременной сен-
сибилизации опухолевой клетки к нему.

Ингибирование ангиогенеза при применении
хелаторов меди может провоцировать гибель опу-
холевых клеток через индукцию гипоксии, к ко-
торой наиболее чувствительны опухоли с мутант-
ным или неактивным р53 [106]. Опухолевый су-
прессор дикого типа способствует экспрессии
белка SCO2, который, в свою очередь, позволяет
опухолевым клеткам пережить период гипоксии с
помощью индукции окислительного фосфорили-
рования [84]. Таким образом, статус р53 может
учитываться при выборе стратегии лечения мед-
ными хелаторами. Добавление ингибиторов р53
будет, вероятно, способствовать лучшей выжива-
емости пациентов.

Металлотионеины (МТ) – это белки с низкой
молекулярной массой и высоким содержанием
цистеина, способные связываться с ионами ме-
таллов (цинк, медь, селен и др.) и транспортиро-
вать их. Оригинальные исследования указывают
на существование прямой связи между связыва-
нием цинка МТ и стабильностью дикой формы
p53, что приводит к более выраженной клеточ-
ной гибели при генотоксических воздействиях
[107, 108]. В работах последних лет показано, что
медь может замещать цинк, связанный МТ, и
приводить к аномальному фолдингу белка p53,
подавляя его основные функции – репарацию
повреждений и/или активацию апоптоза, значи-
тельно увеличивая вероятность развития опухо-
лей (например, рака легкого, молочной железы)
[71]. Кроме того, индукция p53 влияет на экс-
прессию цинксвязывающих МТ-1 (экспрессиру-
ется в клетках рака прямой кишки) и МТ-2A (в
клетках рака желудка) зависимым от дозы меди
образом, что, исходя из условий, ведет либо к ста-
билизации p53 – при связывании с Zn, либо к его
мутациям и аномальному фолдингу – при накоп-
лении Cu [109]. Это наводит на мысль о необхо-
димости поиска ингибиторов связывания МТ с
ионами меди во избежание появления аномаль-
ных форм p53 и развития неоплазии/резистент-

ности опухолей к терапевтическому вмешатель-
ству. Вероятно, такой группой могут быть высоко-
селективные хелаторы меди, не захватывающие
внутриклеточный цинк, такие как тетратиомо-
либдат. Второй вариант – разработка стабилиза-
торов связи МТ-Zn, которые, конкурируя за
связь с Cu, не позволяли бы вытеснять металл из
обозначенного комплекса.

Другой интересный участник – небелковый
тиол глутатион. Ген глутатионпероксидазы, вхо-
дящей в еще одну связанную с медью антиокси-
дантную систему, также находится под контро-
лем p53 [110]. Более того, цистин-глутаминовый
антипортер SLC7A11, важнейший элемент синтеза
глутатиона, не способен работать в клетках с то-
чечными мутациями p53, которые найдены прак-
тически в половине всех злокачественных опухо-
лей человека [111]. Эти факты свидетельствуют о
большей уязвимости опухолей с мутациями p53 к
воздействию АФК. Логично предположить, что
использование медных комплексов, способных
индуцировать апоптоз при помощи усиленного
окислительного стресса, будет более оправдан-
ным в опухолях с мутациями в р53, чем в опухолях
без мутации p53.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Медь, будучи биологически необходимым пе-
реходным металлом, способна влиять на многие
жизненно важные процессы в клетке, способствуя
росту, пролиферации, миграции и ангиогенезу. По
этим же причинам медь вовлечена в процессы ма-
лигнизации и развития опухоли. Начинает прояс-
няться роль этого металла в функционировании
внутриклеточных сигнальных путей. Показано
участие меди в фосфорилировании Erk киназой
Mek1; ожидается, что новые исследования вы-
явят и другие факторы, активность которых так
или иначе регулируется медью, а также факторы,
способные влиять на метаболизм меди путем об-
ратной связи.

В данном обзоре мы указываем на потенциаль-
ную возможность таких взаимосвязей между раз-
личными формами меди и белком-супрессором
опухолей р53. Анализ опубликованных данных
позволил выявить прямое влияние ионов этого
металла как на возникновение мутаций в гене
TP53, так и на нарушение функций самого белка.
Активация р53 в ответ на повышенные концен-
трации меди может происходить как при участии
АФК, так и без них. Прямое влияние могут ока-
зывать не только ионы меди, но и различные
медьсодержащие белки.

Проанализирована регуляторная сеть, объеди-
няющая факторы метаболизма меди с активно-
стью р53, и установлены некоторые корреляции.
Основными точками соприкосновения во взаим-
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ном влиянии оказываются энергетический обмен
(контроль окислительного фосфорилирования,
метаболизм глюкозы), прохождение клеточного
цикла, регуляция окислительно-восстановитель-
ного баланса и процессов клеточной гибели. Су-
ществует множество регуляторов и медиаторов,
которые позволяют координировать транспорт и
связывание меди в клетке, влияя на активацию
р53. Почти каждый из этих регуляторов принима-
ет то или иное участие в процессах развития опу-
холи и может использоваться в качестве мишени
для разработки подходов к диагностике и проти-
воопухолевой терапии, рассмотренных ранее. К
наиболее перспективным для дальнейшего изуче-
ния относится взаимосвязь между р53 и металло-
шапероном Atox1, так как установлено не только
участие Atox1 в метаболизме меди, но и его функ-
ционирование как транскрипционного фактора и
участника регуляции экспрессии циклина D1.
Нарушение статуса р53 может негативно сказы-
ваться на активности Atox1, его транскрипцион-
ной функции и усиливать процессы малигниза-
ции. Подавление Atox1 специфическими ингиби-
торами при одновременной реактивации р53
может иметь заметный противоопухолевый эф-
фект. Это также означает, что статус обоих белков
должен учитываться при подборе схемы терапии.
Кроме того, перспективными мишенями могут
быть представляющие немалый интерес металло-
шапероны CCS и Cox17, так как уже описано их
прогностическое значение, а конкретизация взаи-
модействия с р53 поможет глубже понять фунда-
ментальную организацию этой сигнально-метабо-
лической сети. Это можно сказать и о медьсодер-
жащем белке SCO2, который, среди прочего,
опосредует участие р53 в эффекте Варбурга.

В настоящее время уже создан задел для по-
строения единой и четкой схемы взаимосвязи
между белками метаболизма меди и активностью
р53. Дальнейшие исследования должны быть на-
правлены на конкретизацию механизмов меж-
белковых взаимодействий. Значение взаимосвязи
всех перечисленных факторов с р53 для диагности-
ческих и терапевтических целей потенциально
очень велико. Глубокое и детальное изучение этих
взаимодействий в опухолях различной локализа-
ции при воздействии противоопухолевых препа-
ратов, ионизирующего излучения, иммунотера-
певтических агентов позволит разработать опти-
мальные комплексные схемы лечения опухолей.
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The p53 Tumor Suppressor and Copper Metabolism: 
an Unrevealed but Important Link

S. A. Tsymbal1, *, A. G. Refeld1, and O. A. Kuchur1

1ChemBio Cluster, University of Informational Technology Mechanics and Optics (ITMO), 
Saint Petersburg, 197101 Russia

*e-mail: zimbal@scamt-itmo.ru

The balance of redox reactions and the fate of the tumor cell are closely related to the regulation of intracel-
lular homeostasis of transition metals, among which copper and its compounds play an exceptional role. El-
evated levels of intracellular copper may be a cause and/or consequence of malignancy, since the metabolism
of this metal affects the functioning of the electron transport chain, transcription regulation, cell growth and
migration. This wide range of actions is used in antitumor therapy: ROS generation and apoptosis mediated
by copper addition, copper deprivation by chelators, and targeted inhibition of specific participants in the
copper metabolism chain effectively reduce the survival of tumor cells. However, the exact mechanisms of in-
fluence on the cell cycle and cell death behind the activity of copper-associated drugs are still largely unex-
plored. Numerous attempts to identify them led to the identification of the induction of oxidative stress and
the activation of apoptotic cascades via the p53 tumor suppressor, an integral attribute of the action of such
compounds. At the same time, the influence of p53, apparently, also extends to the activity of copper metab-
olism proteins, mediating the processes of antioxidant protection and survival. More and more researches
confirms that the interaction of copper and p53 is multifaceted and is not limited solely by ROS. The purpose
of the review is to describe how p53 regulation is related to copper metabolic pathways and how this interac-
tion can be used to improve the effectiveness of oncotherapy.

Keywords: copper metabolism, reactive oxygen species, p53, chemotherapy, Atox1, Ctr1, tumor therapy
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Метилирование CpG-островков промоторных регионов генов ‒ наиболее распространенная эпиге-
нетическая модификация, принимающая участие в регуляции экспрессии генов. В ряде исследова-
ний показано, что ионизирующее излучение может вызывать как гипер- так и гипометилирование
ДНК. Аберрантное метилирование влияет на реализацию клеточных процессов и может приводить
к развитию различных патологических состояний. В литературе имеются единичные исследования
статуса метилирования ДНК у человека в отдаленные сроки после радиационного воздействия.
Проведен анализ уровня метилирования CpG-островков промоторных регионов генов апоптоза
(BCL2, ATM, MDM2, CDKN1A, STAT3, NFKB1), а также его влияния на интенсивность апоптоза
лимфоцитов периферической крови у лиц, подвергшихся хроническому радиационному воздей-
ствию. В исследовании приняли участие жители Южно-Уральского региона, подвергшиеся хрони-
ческому радиационному воздействию вследствие сбросов в 1949‒1956 гг. радиоактивных отходов в
реку Течу производственным объединением “Маяк”. Установлено, что среди облученных доля лиц
с гиперметилированным промотором гена BCL2 статистически значимо больше, чем в группе срав-
нения. Процент метилирования промоторного региона гена ATM слабо положительно коррелиро-
вал с дозовыми и возрастными характеристиками. Также установлены различия в частоте апоптоза
лимфоцитов у облученных лиц с гипо- и гиперметилированными промоторами гена ATM. На осно-
вании полученных данных можно предполагать, что в отдаленном периоде после хронического низ-
коинтенсивного радиационного воздействия в диапазоне малых и средних доз происходят эпигене-
тические модификации генома, выражающиеся в изменении метилирования промоторных регио-
нов генов BCL2 и ATM.

Ключевые слова: радиационное облучение, CpG-островки, гиперметилирование, BCL2, ATM,
апоптоз лимфоцитов
DOI: 10.31857/S0026898422050032

ВВЕДЕНИЕ
Ионизирующее излучение (ИИ), помимо непо-

средственного повреждения генетического аппа-
рата клетки, может вызывать эпигенетические
нарушения, проявляющиеся в изменении статуса
метилирования ДНК, модификации гистонов, мо-
дуляции экспрессии генов и микроРНК. Некоторые
из этих альтераций митотически стабильны и могут

сохраняться в ряду клеточных поколений, приводя к
развитию отдаленных эффектов ионизирующего
излучения, таких как онкологические заболевания и
возраст-ассоциированные заболевания [1].

Метилирование ДНК ‒ наиболее распростра-
ненная эпигенетическая модификация, играю-
щая важную роль в регуляции клеточных процес-
сов, прежде всего экспрессии генов, и в развитии
геномной нестабильности [2]. Наиболее широко
изучено гиперметилирование промоторных обла-
стей, которое приводит к снижению транскрип-
ционной активности гена или его полному вы-

Сокращения: ИИ – ионизирующее излучение; ЛПК –
лимфоциты периферической крови; ККМ – красный
костный мозг; мГр – миллигрей; ПЦР-РВ – полимеразная
цепная реакция в реальном времени.

УДК 577.21

ГЕНОМИКА.
ТРАНСКРИПТОМИКА

EDN: HJIOEQ
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ключению [3]. Кроме того, в последнее время все
чаще встречается информация о глобальном ги-
пометилировании как факторе развития онкогене-
за [4]. Будучи достаточно лабильной системой, ста-
тус метилирования ДНК в значительной степени
зависит от эндогенных факторов (например, абер-
рантная активность метилтрансфераз, нарушение
работы систем репарации клетки) [5] и экзогенных
факторов, в том числе радиационной природы. В
ряде исследований показано, что ИИ опосредует
стойкое изменение статуса метилирования ДНК
в широком диапазоне доз [6‒8].

Один из основных процессов, принимающих
участие в реализации как ранних, так и отдален-
ных эффектов радиационного облучения, ‒ апо-
птоз. Его активация начинается с изменения экс-
прессии генов, регулирующих процессы репарации
повреждений ДНК, контроля клеточного цикла,
пролиферации и дифференцировки клеток [9]. По
мере реализации клеточной гибели включается ге-
нетическая программа, регулирующая баланс внут-
риклеточных про- и антиапоптозных факторов.

В физиологических условиях поддерживается
строгое равновесие про- и антиапоптотических
белков, однако после радиационного воздействия,
а также при различных патологических состояниях
происходит смещение этого равновесия, обуслов-
ленное изменением экспрессии генов, принима-
ющих участие в апоптозе. Нарушение процесса
апоптоза способствует развитию патологических
состояний, которые могут сопровождаться сохра-
нением в облученном организме клеток с неогра-
ниченным пролиферативным потенциалом или
развитием цитопенических состояний, связанных c
повышенной гибелью клеток.

В ранее проведенных нами исследованиях у
хронически облученных жителей прибрежных сел
реки Течи регистрировали изменения интенсивно-
сти апоптотической гибели лимфоцитов перифе-
рической крови (ЛПК) в отдаленные сроки [10].
Кроме того, было показано изменение транскрип-
ционной активности апоптотических генов, кото-
рое сопровождалось снижением относительного
содержания мРНК белка BCL-2 и увеличением
относительного содержания мРНК BAX у облу-
ченных лиц спустя более 60 лет после начала хро-
нического радиационного воздействия [11].

Учитывая вышесказанное, мы исследовали
уровни метилирования промоторных регионов
генов апоптоза: BCL2, ATM, MDM2, CDKN1A,
STAT3, NFKB1, ‒ а также их влияние на интен-
сивность апоптоза ЛПК у лиц, подвергшихся
хроническому радиационному воздействию.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Характеристика обследованных лиц. Исследо-

вание уровня метилирования CpG-островков про-

моторных регионов генов BCL2, ATM, MDM2,
CDKN1A, STAT3, NFKB1 и апоптотической гибе-
ли лимфоцитов проводили у лиц, подвергшихся
хроническому низкоинтенсивному радиацион-
ному воздействию вследствие сбросов радиоак-
тивных отходов в реку Течу в 1949‒1956 гг. произ-
водственным объединением “Маяк” (ПО “Ма-
як”) [12].

В исследовании участвовало 145 жителей при-
брежных сел реки Течи. Все обследуемые лица
были разделены на две группы: группа сравнения,
в которую вошло 65 человек с накопленной дозой
облучения красного костного мозга (ККМ), не
превышающий 70 мГр [13], и группа облученных
(80 человек) с накопленными дозами в диапазо-
не от 80 до 3510 мГр (среднее значение ‒ 790 ±
± 80 мГр). Накопленные дозы в тимусе и перифе-
рических лимфоидных органах в группе облучен-
ных находились в диапазоне от 3 до 640 мГр
(среднее значение ‒ 90 ± 10 мГр). У лиц из группы
сравнения дозы облучения ККМ составляли от 1
до 63 мГр, а тимуса и периферических лимфоид-
ных органов ‒ от 0 до 30 мГр. Сравниваемые
группы были сопоставимыми по полу, возрасту и
включали представителей двух этнических групп:
славян и тюрков. Характеристика обследуемых
групп представлена в табл. 1.

Апоптотическую гибель ЛПК анализировали у
89 человек двух групп, их подробная характери-
стика представлена в табл. 2.

Все пациенты подписывали добровольное ин-
формированное согласие на проведение исследо-
вания, одобренное этическим комитетом УНПЦ
РМ ФМБА России (Челябинск).

Оценка уровня метилирования промоторных
регионов генов. Бисульфитная конверсия была
выполнена с использованием набора реагентов
EpiJET Bisulfite Conversion Kit (“Thermo Fisher Sci-
entific”, США) в соответствии с протоколом фир-
мы-производителя.

Эффективность конверсии оценивали по вы-
ходу и качеству ДНК, обработанной бисульфи-
том, с помощью набора для преобразования и
количественного контроля бисульфита Cell-to-
CpGTM Bisulfite Conversion and Quatitation Control
Kit (“Thermo Fisher Scientific”). Методом ПЦР в
реальном времени (ПЦР-РВ) с использованием
коммерческого набора праймеров Conversion Con-
trol Primer Mix (“Thermo Fisher Scientific”) опреде-
ляли количество неконвертированной и конверти-
рованной геномной ДНК. Качество конверсии и
фрагментации ДНК анализировали электрофоре-
зом в 2%-ном агарозном геле с использованием
бромистого этидия в качестве красителя.

После обработки ДНК бисульфитом и опреде-
ления эффективности конверсии проводили ам-
плификацию с праймерами, специфичными для
метилированных участков ДНК. Последователь-
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ности праймеров для ПЦР фрагментов промо-
торных регионов генов ATM, BCL2, CDKN1A бы-
ли взяты из литературных данных [14‒16]. Прай-
меры для промоторных регионов генов MDM2,
STAT3, NFKB1 сконструированы с использовани-
ем программы MethPrimer. Олигонуклеотиды бы-
ли синтезированы фирмой “ДНК-Синтез” (Рос-
сия). Характеристика праймеров представлена в
табл. 3.

Статус метилирования последовательностей ге-
нов анализировали с использованием метилспеци-
фической ПЦР. Использовали 5× реакционную
смесь qPCRmix-HS (“Евроген”, Россия), состоя-
щую из высокопроцессивной Taq ДНК-полимера-
зы со специфическими моноклональными антите-

лами, красителем SYBR Green I, смеси dNTP, Mg2+

и ПЦР-буфера. Состав ПЦР-смеси для ампли-
фикации фрагментов ДНК представлен в табл. 4.
ПЦР-РВ проводили с использованием амплифи-
катора StepOnePlus Real-Time PCR System (“Ap-
plied Biosystems”, США).

В качестве контролей для оценки метилирова-
ния исследуемых CpG-островков промоторных
регионов генов использовали подвергнутые би-
сульфитной конверсии образцы коммерческой
полностью метилированной ДНК CpG Methyla-
ted Human Genomic DNA (“Thermo Fisher Scien-
tific”) и неметилированной ДНК (Human Genom-
ic DNA: Male). Контроли смешивали в следую-
щем соотношении: 0/100, 2/98, 5/95, 10/90, 25/75,

Таблица 1. Характеристика участников исследования

a Данные представлены как среднее ± стандартное отклонение (SD), в скобках указаны минимальные и максимальные зна-
чения (min‒max). b Данные представлены как число участников (процентное соотношение). c Данные представлены как
среднее ± стандартная ошибка (SE), (min‒max).

Характеристика группы Облученные лица Группа сравнения

Число участников 80 65

Возраст, лет 71 ± 5.5a

(62–83)
65 ± 6.7a

(54–79)

Пол
мужчины 28 (35%)b 21 (32%)b

женщины 52 (65%) 44 (68%)

Этническая группа
славяне 36 (45%) 45 (69%)

тюрки 44 (55%) 20 (31%)

Накопленные дозы облучения ККМ, мГр 790 ± 80c

(80–3510)
20 ± 2c

(1–63)

Накопленные дозы облучения тимуса и периферических лимфо-
идных органов, мГр

90 ± 10c

(3–640)
7 ± 1c

(0–30)

Таблица 2. Характеристика участников исследования по апоптотической гибели ЛПК

a Данные представлены как среднее ± SE, (min‒max). b Данные представлены как число участников (процентное соотно-
шение).

Характеристика группы Облученные лица
(N = 49)

Группа сравнения
(N = 40)

Возраст на момент обследования, лет 70.98 ± 0.83a

(62–83)
63.45 ± 1.02a

(56–79)

Пол
мужчины 18 (36.7%)b 14 (35%)b

женщины 31 (63.3%) 26 (65%)

Этническая принадлежность
славяне 18 (36.7%) 29 (72.5%)

тюрки 31 (63.3%) 11 (27.5%)

Накопленные дозы облучения ККМ, мГр 556 ± 106a

(77.7–3507)
9.41 ± 2.63a

(1.30–56.1)

Накопленные дозы облучения тимуса и периферических 
лимфоидных органов, мГр

59.4 ± 11a

(2.83–355)
1.87 ± 1.61a

(0–33.6)
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50/50, 75/25 и 100/0. Уровни метилирования для
каждого контрольного образца составили 0, 2, 5,
10, 25, 50, 75 и 100% соответственно.

Результаты метилирования анализировали с ис-
пользованием программного обеспечения HRM
Software. Уровень метилирования промоторных
регионов, превышающий 50%, рассматривали как
гиперметилирование, а в диапазоне от 0 до 10% ‒
как гипометилирование.

Оценка апоптотической гибели лимфоцитов пе-
риферической крови. Анализ проводили методом
TUNEL (TdTdUTP Nick End Labeling – концевое
мечение dUTP при помощи терминальной дезок-
синуклеотидилтрансферазы). У пациентов кли-
ники УНПЦ РМ венозную кровь собирали в ва-
куумную пробирку (объем 9 мл) с антикоагулянтом
(гепарин). Лейкоцитарную фракцию выделяли в
градиенте плотности Lymphoprep (“STEMCELL
Technologies”, Норвегия) согласно инструкции
производителя. Затем проводили пермобилиза-
цию клеток и фиксировали с использованием

охлажденного 70%-ного этилового спирта. Позд-
нюю апоптотическую гибель ЛПК оценивали с ис-
пользованием набора APO DIRECTTM Kit (“BD”,
США) на проточном цитофлуориметре Navios
(“Beckman Coulter”, США) путем мечения разры-
вов ДНК с помощью FITC-dUTP [17].

Статистический анализ данных. Для анализа
нормальности распределения количественных по-
казателей использовали критерий Колмогорова–
Смирнова. При описании выборок данных, подчи-
няющихся законам нормального распределения,
использовали среднее арифметическое значение
(М) с указанием ошибки среднего (±SE) и диапа-
зона значений (min–max). При описании выборок,
распределение частот в которых отличалось от
нормального, использовали медиану (Ме) и 25‒75
процентили (Q1‒Q3).

Выборки данных сравнивали с использовани-
ем U-критерия Манна‒Уитни. Сравнение частот
выявленных случаев метилирования в исследуе-
мых группах проводили с помощью точного кри-

Таблица 3. Использованные в работе олигонуклеотиды

a F ‒ прямой праймер, R ‒ обратный праймер; b температура плавления; c метилированный праймер; d неметилированный
праймер.

Ген Тип праймера Последовательность (5'→ 3')a Tm
b, °С

Длина 
ампликона, п.н.

BCL2
Methc F: GTTTTTAGCGTTCGGTATCGG

R: AAATCTCTATCCACGAAACCGC 60 192

Unmethd F: GGGTTTTTAGTGTTTGGTATTGG
R: AAATCTCTATCCACAAAACCACTTC 59 194

ATM
Meth F: GGAGTTCGAGTCGAAGGGC

R: CTACCTACTCCCGCTTCCGA 59 239

Unmeth F: GTTTTGGAGTTTGAGTTGAAGGGT
R: AACTACCTACTCCCACTTCCAA 56 246

CDKN1A
Meth F: GTCGAAGTTAGTTTTTTGTGGAGTC

R: CGAAATCCCCTATTATCTACGC 65 230

Unmeth F: TTGAAGTTAGTTTTTTGTGGAGTTG
R: CCAAAATCCCCTATTATCTACCAC 66 230

MDM2
Meth F: TTTGTCGGGTTATTAGTGTGAAC

R: CCTTTTACTACAATTTCGAAACGTA 58 129

Unmeth F: TTGTTGGGTTATTAGTGTGAATGT
R: CCTTTTACTACAATTTCAAAACATA 56 130

STAT3
Meth F: TAGTCGAGGGAATAAGTTTTAATCG

R: GAAAAACCGAAACTACGCGT 61 156

Unmeth F: AGTTGAGGGAATAAGTTTTAATTGG
R: AAACCAAAAAACCAAAACTACACAT 59 162

NFKB1
Meth F: TTAGTTAGGAAGTGAGAGAGTGAGC

R: GAAAAAAACAAAAAAAACAATCAACG 60 189

Unmeth F: TTTAGTTAGGAAGTGAGAGAGTGAGTG
R: CAAAAAAAACAAAAAAAACTATCAACA 61 193
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терия Фишера. Статистически значимыми счита-
лись различия при p < 0.05.

С целью оценки влияния накопленной дозы из-
лучения и возраста на исследуемые показатели про-
водили корреляционный анализ. Коэффициенты
ранговой корреляции (R) рассчитывали по Спир-
мену, статистически значимыми считали корреля-
ции при p < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Исследование метилирования CpG-островков 

промоторных регионов генов
Распределение участников, обследованных по

уровню метилирования CpG-островков промо-
торных областей генов BCL2, ATM, CDKN1A,
MDM2, STAT3, NFKB1, представлено на рис. 1.

В связи с тем, что некоторые подгруппы по по-
казателю уровня метилирования были малочис-
ленными, для оценки частот выявленных случаев
метилирования были сформированы две подгруп-
пы в каждой обследованной группе: в первую во-
шли участники с уровнем метилирования CpG-
островков промоторов исследуемых генов от 0 до

10%, во вторую ‒ от 10 до 100%. В табл. 5 представ-
лены данные по уровню метилирования СpG-ост-
ровков промоторов генов BCL2, CDKN1A, ATM,
MDM2, STAT3 и NFKB1 в ЛПК у участников ис-
следования.

Доля выявленных лиц с повышенным уровнем
метилирования (более 10%) CpG-островков про-
моторного гена BCL2 в группе облученных была
статистически значимо выше, чем в группе срав-
нения (р = 0.002, OR = 8.5, 95% CI = 1.9‒38.6).
Для остальных промоторных регионов исследуе-
мых генов статистически значимых различий не
обнаружено (табл. 5). Более чем у 90% членов
группы сравнения регистрировали гипометили-
рование промоторной области гена BCL2 (уро-
вень метилирования варьировал от 0 до 10%), в то
время как в группе облученных гипометилирова-
ние регистрировали у 75% обследованных, а гипер-
метилирование (уровень метилирования >50%) ‒ у
18% (рис. 1). Кроме того, у большинства участни-
ков из группы сравнения (87% обследованных)
уровень метилирования промоторного региона
гена ATM составил от 0 до 10%, а в группе облу-
ченных ‒ у 77%. У большинства участников ис-

Таблица 4. Условия проведения ПЦР в реальном времени

Ген Условия ПЦР-РВ Число циклов Объем компонентов ПЦР-смеси, мкл

BCL2

95°C 5 мин 1

qPCRmix-HS SYBR – 5
Прямой праймер – 1.5
Обратный праймер – 1.5
dH2O – 16
ДНК-матрица – 1

95°C 30 с
60°C 30 с
72°C 30 с

40

ATM

95°C 5 мин 1

95°C 30 с
58°C 30 с
72°C 30 с

40

CDKN1A

95°C 5 мин 1

95°C 30 с
66°C 30 с
72°C 30 с

40

MDM2

95°C 5 мин 1

95°C 30 с
58°C 30 с
72°C 30 с

40

STAT3

95°C 5 мин 1

95°C 30 с
60°C 30 с
72°C 30 с

40

NFKB1

95°C 5 мин 1

95°C 30 с
61°C 30 с
72°C 30 с

40
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следования, как в группе облученных, так и срав-
нения, уровень метилирования промоторных реги-
онов генов CDKN1A, MDM2 и STAT3 не превышал
5%, а для гена NFKB1 гиперметилирование промо-
торной области не обнаружено вообще (рис. 1).

На уровень метилирования ДНК могут влиять
различные факторы, как радиационной, так и не-
радиационной природы. Так, известно о возраст-
зависимом изменении метилирования ДНК [18].
Учитывая это, мы провели корреляционный ана-
лиз зависимости уровня метилирования от дозы
облучения ККМ, тимуса и периферических лим-

фоидных органов, а также возраста на момент об-
следования. Результаты представлены в табл. 6.

В результате корреляционного анализа установ-
лено, что процент метилирования промоторного
региона гена ATM слабо положительно коррелирует
с дозой облучения ККМ (R = 0.2, р = 0.03), тимуса
и периферических лимфоидных органов (R = 0.24,
р = 0.008), а также с возрастом на момент обсле-
дования (R = 0.3, р = 0.001). Метилирование про-
моторного региона гена BCL2 слабо положитель-
но коррелирует с возрастом на момент обследова-
ния (R = 0.23, р = 0.001). Для остальных генов

Рис. 1. Распределение участников исследования по уровню метилирования промоторов генов BCL2, ATM, CDKN1A,
MDM2, STAT3, NFKB1. По оси абсцисс отложен процент метилированных CpG-островков в промоторных участках ге-
нов; по оси ординат – частота встречаемости среди обследованных лиц.
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Таблица 5. Уровни метилирования CpG-островков промоторных регионов исследованных генов у хронически
облученных лиц и в группе сравнения

a Процент метилирования CpG-островков в промоторных областях; b отношение шансов (95%-ный доверительный интер-
вал); c двусторонний точечный тест Фишера.

Ген

Частота встречаемости, число (%)
OR

(95% CI)b p-valuecоблученные лица группа сравнения

0–10%a 10–100% 0–10% 10–100%

BCL2 53 (75.7) 17 (24.3) 53 (96.4) 2 (3.6) 8.5 (1.9‒38.6) 0.002
ATM 53 (78.0) 15 (22.0) 42 (87.6) 6 (12.4) 1.9 (0.7‒5.5) 0.2
CDKN1A 56 (94.9) 3 (5.1) 27 (96.3) 1 (3.7) 1.4 (0.1‒14.6) 1.0
MDM2 56 (94.8) 3 (5.2) 25 (92.6) 2 (7.4) 0.7 (0.1‒4.3) 0.6
STAT3 50 (83.3) 10 (16.7) 24 (88.9) 3 (11.1) 1.6 (0.4‒6.3) 0.7
NFKB1 59 (100) 0 27 (100) 0 – –

Таблица 6. Коэффициенты ранговой корреляции Спирмена (R) процента метилирования промоторных регио-
нов исследуемых генов от доз облучения, наколенных в ККМ, тимусе и периферических лимфоидных органах,
а также от возраста пациента на момент исследования

a Коэффициент ранговой корреляции Спирмена (уровень значимости); b диапазон минимальных и максимальных значений.

Ген

R (p)a

Доза облучения ККМ,
1‒ 510 мГрb

Доза облучения тимуса
и периферических лимфоидных 

органов, 0‒640 мГрb
Возраст, 54‒83 летb

MDM2 0.02 (0.9) ‒0.01 (0.9) 0.09 (0.4)
BCL2 0.04 (0.6) 0.08 (0.3) 0.23 (0.01)
ATM 0.2 (0.03) 0.24 (0.008) 0.3 (0.001)
CDKN1A 0.15 (0.1) 0.09 (0.4) 0.17 (0.1)
STAT3 0.05 (0.6) ‒0.08 (0.4) 0.09 (0.4)
STAT3 0.04 (0.7) 0.48 (0.6) ‒0.08 (0.4)
NFKB1 0.07 (0.5) 0.03 (0.9) 0.2 (0.1)

статистически значимых связей с исследуемыми
показателями не выявлено.

Интенсивность апоптотической гибели 
лимфоцитов при разных уровнях метилирования 

промоторных областей генов
Уровень метилирования промоторных регио-

нов влияет на транскрипционную активность ре-
гулируемых ими генов. Так, гипометилирование
способствует активации транскрипции, а гипер-
метилирование – ее репрессии. Это отражается
на уровнях экспрессии соответствующих белков
и, следовательно, на регуляции клеточных процес-
сов, в том числе апоптоза. Нами проведено сравне-
ние уровней апоптотической гибели ЛПК облучен-
ных пациентов, имеющих разный уровень метили-
рования промоторных регионов генов BCL2 и ATM.
В табл. 7 представлены медианные значения пока-

зателей апоптоза в группе облученных, а также в
объединенной группе, состоящей из облученных и
необлученных участников исследования.

В результате исследования у облученных лиц с
уровнем метилирования промоторного участка
гена ATM от 10 до 100% обнаружено снижение ча-
стоты апоптотической гибели ЛПК ‒ в отличие
от лиц с гипометилированием этого участка (от 0
до 10%). Снижение уровня апоптоза ЛПК выяв-
лено и в объединенной группе с гиперметилиро-
ванием (рис. 2).

При исследовании уровня апоптоза в зависи-
мости от степени метилирования промоторного
региона BCL2 не обнаружено статистически зна-
чимых различий в интенсивности апоптотиче-
ской гибели ЛПК, как в группе облученных, так и
в объединенной (табл. 7).
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ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Один из важнейших механизмов регуляции
экспрессии генов ‒ метилирование ДНК. Абер-
рантное метилирование может приводить к не-
стабильности генома, неконтролируемому деле-
нию клеток и развитию различных патологиче-
ских состояний [19]. Известно, что ИИ, будучи
генотоксическим агентом, способствует как ги-
пер-, так и гипометилированию ДНК. В боль-
шинстве исследований in vitro и in vivo показано,

что в ранние сроки после облучения (часы, сутки)
эпигенетический статус генома изменяется до-
статочно динамично [20]; при этом имеются
лишь единичные исследования статуса метили-
рования ДНК человека в отдаленные сроки после
радиационного воздействия. Так, в лейкоцитах
крови ликвидаторов аварии на Чернобыльской
атомной электростанции (АЭС) и работников
других АЭС, в отдаленном периоде после радиа-
ционного воздействия, было выявлено гиперме-

Рис. 2. Уровень поздней апоптотической гибели ЛПК у лиц с гипо- и гиперметилированием промоторного региона
гена ATM в группе облученных (а) и в объединенной группе участников (б).
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Таблица 7. Уровень апоптотической гибели лимфоцитов периферической крови при различных уровнях мети-
лирования промоторных регионов генов BCL2 и ATM

a Число участников; b уровень апоптоза представлен как Me (Q1–Q3); с p = 0.03 (уровень значимости различий уровня позд-
ней стадии апоптоза между облученными лицами с гипо- и гиперметилированием промоторной области гена ATM).

Группа Параметр

Уровень метилирования промоторной области

BCL2 ATM

0–10% 10–100% 0–10% 10–100%

Облученные
Na 28 9 26 8

Апоптозb, %
0.09

(0.04–0.26)
0.06

(0.01–0.21)
0.09

(0.05–0.25)
0.03c

(0.01–0.10)

Объединенная группа
Na 64 12 59 11

Апоптозb, %
0.09

(0.03–0.26)
0.06

(0.01–0.19)
0.11

(0.03–0.25)
0.03c

(0.01–0.14)
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тилирование СpG-островков в промоторах генов
INK4A (рамка считывания белка р16) и GSTP1
[21]. Кроме того, среди работников реакторного
производства ПО “Маяк”, подвергшихся длитель-
ному внешнему воздействию γ-излучения и соче-
танному внешнему и внутреннему облучению, до-
ля лиц с гиперметилированием СpG-островков в
промоторах генов GSTP1, TP53 и SOD2 была стати-
стически значимо выше, чем в контрольной груп-
пе [22]. При исследовании уровня метилирования
геномной ДНК у врачей-рентгенологов, подверг-
шихся облучению в диапазоне малых доз (20 мЗв
в год или 100 мЗв за 5 лет), был выявлен понижен-
ный уровень метилирования повторов LINE-1 по
сравнению с контрольной группой [23].

В проведенном нами исследовании установле-
но, что в группе облученных пациентов доля лиц с
повышенным уровнем метилирования CpG-ост-
ровков в промоторе гена BCL2 была статистически
значимо выше, чем в группе сравнения. Стоит
отметить, что в проведенных ранее исследовани-
ях качественного анализа уровня метилирования
ДНК в промоторных регионах нескольких генов мы
не обнаружили в группе пациентов с дозой облуче-
ния ККМ в диапазоне от 0.08 до 0.9 Гр статистиче-
ски значимого увеличена доли лиц с метилиро-
ванными CpG-островками в промоторной обла-
сти гена BCL2 [24]. В тоже время, было выявлено,
что уровень метилирования промоторного региона
гена ATM слабо положительно коррелирует с доза-
ми облучения ККМ, тимуса и лимфоидных орга-
нов. Пока нет сообщений об изменении статуса
метилирования гена ATM при хроническом ра-
диационном воздействии, хотя M. Li и соавт.
[25] выявили линейную зависимость снижения
экспрессии гена ATM от дозы облучения в усло-
виях хронического радиационного воздействия.
Это косвенное доказательство в пользу эффекта
гиперметилирования регуляторной области гена
ATM в отдаленном периоде после радиационно-
го воздействия.

Также нами показано, что метилирование про-
моторных регионов генов BCL2 и ATM положи-
тельно коррелирует с возрастом на момент обсле-
дования.

Гиперметилирование CpG-островков промо-
торных областей приводит к подавлению иници-
ации транскрипции с контролируемых ими ге-
нов, что в конечном счете отражается на уровне
кодируемого белка и регуляции клеточных про-
цессов. Нами показано, что у облученных лиц с
уровнем метилирования промоторного участка
гена ATM в диапазоне от 10 до 100% апоптотиче-
ская гибель ЛПК происходит реже, чем при ги-
пометилировании этого участка. Продукт гена
ATM – серин/треониновая протеинкиназа ‒ ак-
тивируется двухцепочечеными разрывами ДНК и
фосфорилирует белки, регулирующие клеточный

цикл и апоптоз, в частности рекрутирует Chk2 и
фосфорилирует MDM2 и р53 [26]. Вероятно, ги-
перметилирование промоторного участка ATM
приводит к снижению транскрипционной актив-
ности этого гена, уровня кодируемого белка и к на-
рушению механизмов передачи сигнала от повре-
ждений, что, в свою очередь, активирует апопто-
тическую гибель лимфоцитов. Например, при
гипофункции гена Atm у мышей (Atm-null) реги-
стрируют повышенный уровень соматических му-
таций и нарушения при прохождении клеточного
цикла в контрольных точках фаз G1, S и G2 [27].

При исследовании частоты апоптоза в зависи-
мости от уровня метилирования CpG-островков
промоторного региона гена антиапоптотического
белка BCL-2 статистически значимых различий
как в группе облученных лиц, так и в объединен-
ной с группой сравнения выборке не выявлено.
Белок BCL-2 подавляет апоптотическую гибель
клеток за счет контроля проницаемости мито-
хондриальной мембраны, предотвращает выход
цитохрома с, что, в свою очередь, ингибирует
эффекторные каспазы [28]. Гиперметилирова-
ние промоторной области BCL2 может подав-
лять транскрипционную активность этого гена
и, как следствие, активировать апоптотическую
гибель клеток. Несмотря на то, что сейчас нами не
обнаружена прямая связь степени метилирования
промоторной области BCL2 с уровнем апоптоза,
ранее мы сообщали о повышении апоптотиче-
ской гибели ЛПК у облученных лиц [10]. Стоит
отметить, что на данном этапе, из-за малочислен-
ности выборок, нельзя сделать окончательных
выводов о влиянии метилирования промотор-
ных регионов генов BCL2 и ATM на апоптоз. В
связи с этим результаты исследования уровня
апоптоза ЛПК в зависимости от степени мети-
лирования CpG-островков промоторных регио-
нов BCL2 и ATM можно считать предварительны-
ми, для их уточнения необходимы дальнейшие
исследования на расширенной выборке.

Таким образом, в рамках проведенного иссле-
дования у облученных лиц в отдаленном периоде
после хронического низкоинтенсивного радиаци-
онного воздействия в диапазоне малых и средних
доз наблюдаются эпигенетические модификации
генома, выражающиеся в изменении метилирова-
ния промоторных регионов генов, регулирующих
апоптоз и клеточный цикл: BCL2 и ATM.

На основании полученных результатов можно
сделать следующие выводы:

1. В группе облученных доля лиц с уровнем ме-
тилирования более 10% CpG-островков промо-
торного региона гена BCL2 была статистически
значимо выше, чем в группе сравнения (р = 0.002,
OR = 8.5, 95% CI 1.9‒38.6). Следовательно, мож-
но говорить о гиперметилировании этого гена в
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отдаленном периоде после хронического радиа-
ционного воздействия.

2. Метилирование промоторного региона гена
ATM слабо положительно коррелировало с дозой
облучения, накопленной в ККМ, тимусе и пери-
ферических лимфоидных органах, а также с воз-
растом на момент обследования.

3. У облученных пациентов с гиперметилиро-
ванным промотором гена ATM апоптотическую
гибель ЛПК регистрировали чаще, чем у членов
той же группы с гипометилированием этой обла-
сти генома.

Работа проведена при финансовой поддержке
Федерального медико-биологического агентства
России (Государственный контракт № 27.501.21.2
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METHYLATION STATUS OF APOPTOSE GENES AND INTENSITY
OF APOPTOTIC DEATH OF PERIPHERAL BLOOD LYMPHOCYTES

IN PERSONS CHRONICALLY EXPOSED TO RADIATION
E. A. Blinova1, 2, *, V. S. Nikiforov1, 2, A. I. Kotikova1, 2, 

M. A. Yanishevskaya1, and A. V. Akleyev1, 2

1 Urals Research Center for Radiation Medicine, Chelyabinsk, 454048 Russia
2 Chelyabinsk State University, Chelyabinsk, 454001 Russia

*e-mail: blinova@urcrm.ru

Methylation of the CpG-islands of gene promoter regions is the most common epigenetic modification in-
volved in the regulation of gene expression. A number of studies has shown that ionizing radiation can cause
both hyper- and hypomethylation of DNA. Aberrant methylation affects cellular processes and can lead to
the development of various pathological states. In the literature, there are single studies on methylation status
of human DNA in a long time after radiation exposure. Here, methylation level of CpG-islands of promoter
regions of the apoptosis genes (BCL2, ATM, MDM2, CDKN1A, STAT3, NFKB1), and also its influence on
apoptosis of peripheral blood lymphocytes in chronically exposed persons were studied. The residents of the
South Ural region who were chronically exposed to radistion (after discharges of radioactive wastes into the
Techa river by the “Mayak Production Association” in 1949‒1956) were included in the study. It was estab-
lished that the proportion of individuals with hypermethylated BCL2 gene promoter among the exposed peo-
ple was statistically significantly higher than in the control group. The percentage of methylation of the ATM
gene promoter weakly positively correlated with dose and age characteristics. Differences in the frequency of
lymphocyte apoptosis in exposed individuals with hypo- and hypermethylated ATM gene promoter were also
established. The data obtained indicate that in the long-term period after chronic low dose-rate radiation ex-
posure in the range of low and medium doses epigenetic modifications of the genome occur, which are mani-
fested as changes in methylation of promoter regions of BCL2 and ATM genes.

Keywords: radiation exposure, CpG-islands, hypermethylation, BCL2 gene, ATM gene, lymphocyte apoptosis
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ГЕНЕТИЧЕСКАЯ И МОЛЕКУЛЯРНАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА ГЕНА, 
ГОМОЛОГИЧНОГО КРИПТОХРОМУ DASH, ИЗ АНТАРКТИЧЕСКИХ 

ДИАТОМЕЙ Phaeodactylum tricornutum ICE-H#
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Криптохромы типа DASH (cry-DASH) относятся к семейству криптохромов/фотолиаз (CPF), кото-
рое включает фотолиазы, способные восстанавливать повреждения ДНК, вызванные ультрафиоле-
товым излучением, и криптохромы, действующие как фоторецепторы без фоторепарационной ак-
тивности. Однако недавно показано, что cry-DASH может восстанавливать циклобутанпиримиди-
новые димеры (CPDs) в поврежденной одноцепочечной ДНК (оцДНК). До настоящего времени
криптохромы исследовали у прокариот и эукариот, в то время как особенности и роль cry-DASH ан-
тарктических диатомей не анализировали. В представленной работе последовательность мРНК cry-
DASH антарктического диатомового растения Phaeodactylum tricornutum ICE-H (Pticry-DASH) была
извлечена из данных транскриптома этой водоросли, амплифицирована с помощью ОТ-ПЦР, кло-
нирована, а затем экспрессирована в Escherichia coli. Филогенетический анализ показал, что после-
довательность Pticry-DASH наиболее близка cry-DASH. Экспрессия гена, кодирующего Pticry-DASH, в
условиях абиотического стресса исследована методом количественной ПЦР с обратной транскрип-
цией (qRT-PCR). Значительное накопление транскриптов выявлено после воздействия ультрафио-
летового излучения синего света, высокоинтенсивного излучения и высокой температуры. После
экспрессии в E. coli белок Pticry-DASH выделили, очистили и оценили его активность. Экспери-
менты по фотореактивации подтвердили, что Pticry-DASH может восстанавливать CPDs в повре-
ждениях оцДНК. Таким образом, впервые cry-DASH идентифицирован в антарктической диатомо-
вой водоросли. Свойства и особенности Pticry-DASH, включая ультрафиолет-индуцированную
функцию восстановления CPDs, могут способствовать эксплуатации ресурсов Антарктики.

Ключевые слова: Phaeodactylum tricornutum, криптохром DASH, Pticry-DASH, повреждение ДНК,
фоторецептор
DOI: 10.31857/S0026898422060027
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GENETIC AND MOLECULAR CHARACTERIZATION OF A DASH 
CRYPTOCHROME HOMOLOGOUS GENE FROM ANTARCTIC DIATOM 
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*e-mail: rubyhawthorn@163.com
**e-mail: miaojinlai@fio.org.cn

DASH-type cryptochromes (cry-DASH) belong to cryptochrome/photolyase family (CPF) that includes
photolyases with the capability to repair UVB-induced DNA lesions and cryptochromes acting as photore-
ceptors without photorepair activity. However, recent studies demonstrated that cry-DASH can repair cy-
clobutane pyrimidine dimers (CPDs) in damaged ssDNA. Up to now, cry-DASHs have been investigated in
prokaryotes and eukaryotes. However, the characteristics and role of cry-DASH in Antarctic diatom were not
elucidated. Here, a cry-DASH mRNA sequence (Pticry-DASH) of the Antarctic diatom Phaeodactylum tri-
cornutum ICE-H was retrieved from the transcriptome data, amplified by RT-PCR, cloned, and then ex-
pressed in Escherichia coli. The phylogenetic analysis indicated that Pticry-DASH is most closely related to
cry-DASH. The expression of the gene encoding Pticry-DASH under abiotic stress was investigated by qRT-
PCR. Significant transcript accumulation was revealed after exposure to UVB, blue light, high-intensity
light, and high temperature. The Pticry-DASH was expressed in E. coli, purified and its activity was mea-
sured. Photo-reactivation experiments confirmed that Pticry-DASH can repair CPDs in ssDNA lesions.
Taken together, for the first time the cry-DASH has been identified in the Antarctic diatom. The properties
and peculiarities of Pticry-DASH including UVB-induced CPDs repair function may promote the exploita-
tion of Antarctic resources.

Keywords: Phaeodactylum tricornutum, DASH cryptochrome, Pticry-DASH, DNA damage, photoreceptor
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Фосфатидилсерин (PS) – важная сигнальная молекула апоптотических клеток, представленная на
поверхности бактериальных и опухолевых клеток. Механизм взаимодействия антимикробного пеп-
тида мелиттина с PS мембранами не установлен. Изучено образование пор в гигантских однослой-
ных везикулах, помещенных в раствор мелиттина разной концентрации. С использованием двухка-
нального флуоресцентного микроскопа показано, что ненасыщенные PS мембраны значительно
отличаются от насыщенных в разном фазовом состоянии. Результаты нашей работы создают осно-
вы для научных исследований и разработки противоопухолевых препаратов.

Ключевые слова: мелиттин, фосфатидилсерин, липидный бислой, индуцированная пептидом про-
ницаемость, концентрационная зависимость, гигантские однослойные везикулы
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Mechanism of Leakage in Phosphatidylserine-Containing 
Membranes by Melittin

R. Wang1, 2, M.-Y. Shi1, B.-B. Ma1, 2, and J. Sheng1, 2, *
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Phosphatidylserine (PS) is an important apoptotic-cell surface signal that exists in bacterial and cancer cells.
The mechanism by which melittin interacts with the PS membrane remains unclear. Here, we revealed this
mechanism by using a dual-channel f luorescence microscope to observe the concentration-dependent pro-
cess of pore formation in giant unilamellar vesicles (GUVs) that were exposed to melittin solution. We found
that unsaturated PS membranes differed significantly from saturated PS membranes in different phases. This
study provides a reference for research and development of anticancer drugs.

Keywords: melittin, phosphatidylserine lipid bilayer, peptide-induced permeation, concentration depen-
dence, giant unilamellar vesicle
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TRANSWELL-МОДЕЛИРОВАНИЕ 
ГЕМАТОЭНЦЕФАЛИЧЕСКОГО БАРЬЕРА

© 2022 г.   А. В. Петровскаяa, Е. П. Барыкинa, А. М. Тверскойa, К. Б. Варшавскаяa,
В. А. Митькевичa, И. Ю. Петрушанкоa, А. А. Макаровa, *

aИнститут молекулярной биологии им. В.А. Энгельгардта Российской академии наук, Москва, 119991 Россия
*e-mail: aamakarov@eimb.ru

Поступила в редакцию 13.05.2022 г.
После доработки 20.06.2022 г.

Принята к публикации 29.06.2022 г.

In vitro моделирование гематоэнцефалического барьера (ГЭБ) при помощи клеток эндотелия мозга,
выращиваемых на transwell-мембране, широко применяется при изучении нарушений ГЭБ и фак-
торов, призванных нивелировать эти нарушения. Эндотелиальные клетки, благодаря белкам плот-
ных контактов, обеспечивают избирательную проницаемость для ряда веществ. Низкая по сравне-
нию с физиологической интегральность (т.е. высокая проницаемость) модели ГЭБ осложняет
оценку эффектов, получаемых при воздействии на него различными агентами, поэтому крайне ва-
жен подбор условий, оптимальных для повышения интегральности барьера. В качестве основы tran-
swell-моделирования мы использовали эндотелиальные клетки мозга мыши bEnd.3. Для установле-
ния факторов, усиливающих интегральность ГЭБ, оценивали влияние среды культивирования,
числа клеток при высеве, состояния transwell-мембраны, культивирование в присутствии и в отсут-
ствие первичных нейронов мыши и матригеля в качестве матрикса на прохождение флуоресцент-
ной метки через клеточный монослой. Иммуноцитохимическим методом анализировали влияние
эмбриональной телячьей сыворотки на белок плотных контактов клаудин-5. Полученные данные о
параметрах культивирования вносят вклад в решение проблемы низкой интегральности transwell-
модели ГЭБ и приближают модель к физиологически релевантным показателям.
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ВВЕДЕНИЕ

In vitro моделирование гематоэнцефалическо-
го барьера (ГЭБ) важно как с фундаментальной
точки зрения – для изучения структуры и функ-
ции плотных контактов и влияния различных фи-
зиологических факторов на проницаемость, так и
с прикладной – с целью анализа возможности
прохождения лекарственных препаратов через
ГЭБ, а также моделирования нарушений ГЭБ при
сахарном диабете, рассеянном склерозе, болезни
Альцгеймера и других заболеваниях.

Несмотря на то, что ГЭБ – это многокомпо-
нентная структура, состоящая в основном из эн-
дотелиальных клеток, астроцитов, перицитов и
нейронов, ее ключевым элементом являются эн-
дотелиальные клетки, вернее, белки плотных
контактов, соединяющие клетки в монослое, от-
вечающие за его барьерные свойства и контроли-
рующие поступление токсичных веществ из кро-
вотока в мозг [1, 2]. In vitro эксперименты прово-
дят как на однокомпонентной модели (монослой

эндотелиальных клеток), так и на двухкомпо-
нентной и многокомпонентной моделях [3, 4].

В качестве основы для in vitro моделирования
ГЭБ часто используется клеточная transwell-мо-
дель, представляющая собой мембрану-вставку с
монослоем эндотелиальных клеток в культураль-
ной среде, погруженную в лунку планшета [4, 5].
Мембрана-вставка с эндотелиальными клетками
(верхний компартмент модели) имитирует сосу-
дистое русло, а лунка планшета (нижний ком-
партмент модели) – остальные компоненты ней-
роваскулярной единицы. При этом эндотелиаль-
ные клетки поляризованы, поэтому верхний и
нижний компартменты не идентичны.

В ряде работ приведены результаты исследова-
ний, направленных на оптимизацию клеточного
состава модели [4, 6] и усиление интегральных
свойств модели за счет добавления различных
факторов [7, 8]. Для установления оптимальных
условий in vitro моделирования ГЭБ на transwell-
мембране мы выбрали эндотелиальные клетки
bEnd.3 мозга мыши, применяемые для in vitro мо-
делирования ГЭБ [9–12]. Клеточная культура
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bEnd.3 имеет ряд недостатков при моделирова-
нии ГЭБ по сравнению с первичной культурой
эндотелиальных клеток, включая низкое транс-
эндотелиальное электрическое сопротивление и
более низкий уровень некоторых белков плотных
контактов [13]. При этом уровень этих белков в
клетках bEnd.3 достаточен для оценки влияния
разных агентов на функциональные свойства
клеток [14, 15].

К основным методам функционального ана-
лиза клеточного монослоя относятся оценка про-
хождения флуоресцентной метки через transwell-
мембрану и измерение трансэндотелиального со-
противления [16]. Мы выбрали первый способ,
основанный на проницаемости эндотелия для
флуоресцентной метки и сравнили примени-
мость двух флуоресцентных меток – Na-флуорес-
цеина и FITC-декстрана – для оценки интеграль-
ности ГЭБ. Поскольку в физиологических условиях
эндотелиальные клетки формируют плотный мо-
нослой, именно параметры рассева клеток и про-
должительность их культивирования являются
ключевыми для степени интегральности модели –
ее основного свойства. С другой стороны, смена
культуральной среды и применение эмбриональ-
ной телячьей сыворотки (FBS) также может ока-
зывать влияние на состояние клеток. Так, напри-
мер, условия культивирования bEnd.3 обычно
предусматривают использование среды DMEM с
FBS (10%), однако эксперименты по моделирова-
нию нарушений ГЭБ при болезни Альцгеймера
проводят в среде Opti-MEM, позволяющей со-
кратить концентрацию сыворотки [14, 15]. По-
скольку ранее показали, что культивирование эн-
дотелиальных клеток в присутствии нейронов и
других клеток – элементов нейроваскулярной
единицы [4], приводит к улучшению свойств мо-
дели, проницаемость модели оценили как в при-
сутствии нейронов, так и в их отсутствие. Для
улучшения интегральных свойств важны также
вещества, покрывающие мембрану, поэтому про-
анализировали культивирование клеток на мат-
ригеле.

Получены данные по влиянию плотности рас-
сева клеток bEnd.3, культуральной среды, мат-
рикса и культивирования клеток эндотелия c
нейронами на проницаемость transwell-модели
ГЭБ, определено также влияние FBS на экспрес-
сию белка плотных контактов клаудина-5. Полу-
ченные результаты позволили предложить опти-
мальные условия, обеспечивающие наиболее ре-
левантное использование данной модели.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Культивирование клеток. Клетки эндотелия

мозга мыши bEnd.3 культивировали в среде
DMEM (“Gibco”, США), содержащей 100 ед./мл
пенициллина, 100 мкг/мл стрептомицина (Pen-

Strep; “Gibco”), 1% GlutaMax (“Gibco”), 10% FBS
(“Gibco”) в инкубаторе при 37°C и 5% CO2. Клет-
ки снимали с подложки при помощи TrypLE
(“Thermo Fisher”, США). Среду для культивирова-
ния заменяли при пересадке клеток, когда конфлю-
ентность достигала ~80–85%. Все эксперименты
проводили на клетках между 7 и 15 пассажами.

Нейроны выделяли из префронтальной коры
12 эмбрионов мыши возраста Е18 по протоколу
Pruszak J. и соавт. [17]. Нейроны культивировали
в среде Neurobasal (“Gibco”), содержащей 2% B-27
(“Gibco”), 0.5 мМ L-глутамин (“Gibco”), фактор
роста нервов (100 нг/мл) (“Sigma-Aldrich”,
США), фактор роста фибробластов (10 нг/мл)
(“Sigma-Aldrich”), гентамицин (“Gibco”) в соот-
ношении 1 : 100.

Проведение экспериментов на культурах клеток.
Для определения влияния культуральной среды
на свойства модели среду в апикальном компарт-
менте transwell заменяли на среду DMEM или
Opti-MEM, содержащую PenStrep, 1% GlutaMax.
В transwell-вставки с DMEM через 4 ч добавляли
FBS до 10%, а в transwell-вставки с Opti-MEM че-
рез 6 ч вносили FBS до 2.5%.

Для анализа проницаемости модели в присут-
ствии нейронов клетки высевали в базолатераль-
ный компартмент. Эксперимент проводили на
14-й день после высева.

Культивирование клеток на матригеле. Матригель
(“Corning”, США) разводили согласно протоколу
производителя. Transwell-мембраны (“Corning”)
покрывали матригелем с люминальной стороны в
соответствии с протоколом, опубликованным в
работе [18].

Культивирование клеток на transwell-мембране.
Стандартными условиями культивирования клеток
на transwell-мембране были: 1) объем среды в на-
ружном (базолатеральном) компартменте 12-лу-
ночного планшета 1200 мкл, 24-луночного планше-
та – 500 мкл; 2) объем среды во внутреннем (апи-
кальном) компартменте – 650 мкл в 12-луночном
планшете и 300 мкл в 24-луночном; 3) время куль-
тивирования перед экспериментом – 5–6 дней;
4) количество клеток при высеве на transwell-
мембрану 12-луночного планшета – 50 ×103 на
лунку, если не указано иное.

Оценка проницаемости модели ГЭБ. Проницае-
мость модели на transwell-мембране оценивали
по аналогии с существующими протоколами
(рис. 1) [8, 19–21]. Использовали флуоресцент-
ные метки Na-флуоресцеин (376.27 г/моль; “Sig-
ma-Aldrich”) и FITC-декстран (70000 г/моль;
“Sigma-Aldrich”). Na-флуоресцеин брали в кон-
центрации 10 мкг/мл (26.58 мкМ), FITC-декс-
тран – 100 мкг/мл (1.43 мкМ) [13, 20, 22]. Пробы
отбирали через 15, 30, 45, 60 мин после добавле-
ния флуоресцентной метки. В нижний компарт-
мент каждый раз добавляли отобранный ранее
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объем солей Хэнкса (V; “Gibco”). Интенсивность
флуоресценции измеряли в канале FITC на план-
шетном ридере SPARK (“Tecan”, Швейцария)
при возбуждении на длине волны 485 нм и реги-
страции флуоресценции на длине волны 535 нм,
z-position 16000. В анализе проницаемости учи-
тывали разведение в нижнем компартменте лун-
ки с transwell-вставкой следующим образом:

где xtкорр – интенсивность флуоресценции после
коррекции с учетом разведения; xtизм – интенсив-
ность флуоресценции, измеренная в каждой вре-
меннóй точке; V – объем, добавленный в нижний
компартмент модели в каждой временной точке;
Vобщий – объем в нижнем компартменте модели;
x(t – 1) – интенсивность флуоресценции в пред-
шествующей временной точке.

Иммуноцитохимический анализ экспрессии кла-
удина-5 в присутствии и в отсутствие FBS. Клетки
bEnd.3 высевали в 35-мм Glass Bottom Petri Dish
(стекло 12 мм) по 50 × 103 клеток на чашку и рас-
тили в течение 2 дней. После достижения моно-
слоя среду в чашках заменяли на DMEM, содер-
жащую 10% FBS, либо DMEM без FBS и культиви-
ровали в течение еще 2 дней. Клетки промывали
дважды PBS, фиксировали в растворе холодного
метанола в течение 15 мин, затем дважды отмыва-
ли холодным PBS. Для предотвращения неспеци-
фического связывания антител клетки инкубиро-
вали в растворе TBST (50 мМ Трис-HCl (pH 7.4),
150 мМ NaCl, 0.1% Tween-20), содержащем 1%
BSA (“Панэко”, Россия), 22.52 мг/мл глицина
(“Sigma-Aldrich”) при комнатной температуре в
течение 1 ч. Далее клетки инкубировали с моно-
клональными антителами кролика против кла-

( )−
 = +  
 

корр изм 1
общий

,
 t t t

Vx x x
V

удина-5 (1 : 500, ab131259, “Abcam”, Великобрита-
ния) в течение ночи при +4°С. После отмывки от
первичных антител в PBS клетки инкубировали с
вторичными антителами козы к иммуноглобули-
нам кролика, конъюгированными с Alexa Fluor
488 (1 : 1000, 33342, “Invitrogen”, США), в течение
60 мин при комнатной температуре в темноте.
Клетки промывали трижды в PBS, ядра окраши-
вали Hoechst (33342, “Invitrogen”) в течение
15 мин при комнатной температуре в темноте.
После промывки PBS флуоресценцию визуали-
зировали с помощью микроскопа Leica DMI 8 с
использованием светофильтров FITCbp для реги-
страции флуоресценции FITC и DAPI/TL – для
регистрации флуоресценции Hoechst при увели-
чении ×200. Среднюю интенсивность флуорес-
ценции на снимках оценивали с помощью EMBL
ImageJ (Германия).

Оценка морфологических параметров клеток.
Клетки высевали в лунки 24-луночного планшета
в плотности, соответствующей высеву 25 × 103,
50 × 103 и 100 × 103 клеток на transwell-мембрану
24-луночного планшета, т.е. 22.3 × 103, 44.6 × 103

и 89.2 × 103 клеток на 1 см2 соответственно. Для
оценки морфологии проводили съемку клеток в
режиме фазового контраста при увеличении ×100
на микроскопе Leica DMIL LED (США).

Статистическая обработка. Рассчитывали сред-
неарифметические значения и стандартные от-
клонения. Статистическую обработку осуществ-
ляли с использованием программы GraphPad
Prism Software 9.1 (“GraphPad Software Inc.”,
США) и однофакторного дисперсионного анали-
за (One-way ANOVA) с применением критерия
Тьюки для множественных сравнений, а также t-
критерия Стьюдента. Различия считали статисти-
чески значимыми при p <0.05.

Рис. 1. Схема проведения эксперимента с transwell-мембраной. Клетки bEnd.3 эндотелия мозга мыши высаживали в
разных количествах на transwell-мембрану и растили до достижения монослоя. Для оценки проницаемости клеток
bEnd.3 на transwell-мембране заменяли культуральную среду на раствор солей Хэнкса (HBSS), затем в апикальный
компартмент добавляли флуоресцентные метки Na-флуоресцеин или FITC-декстран (флуоресцеинизотиоцианат-
декстран). Через 15, 30, 45 и 60 мин из базолатерального компартмента отбирали часть раствора, которую анализиро-
вали с помощью флуоресцентного планшетного ридера. В базолатеральный компартмент добавляли соли Хэнкса в
объеме, равном отобранному. В этой модели апикальный компартмент имитирует сосудистое русло, базолатеральный –
паренхиму мозга.
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РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Выбор протокола культивирования эндотели-

альных клеток на transwell-мембране исключи-
тельно важен для оценки проницаемости модели
ГЭБ. Схема эксперимента по оценке проницае-
мости приведена на рис. 1. Установлено, что
культивирование клеток bEnd.3 в среде DMEM с
FBS в концентрации 10% в отличие от культиви-
рования в Opti-MEM с 2.5% FBS способствует
интегральности ГЭБ (рис. 2а, б). Поэтому боль-
шинство последующих экспериментов проводи-
ли в среде DMEM.

Матригель успешно используется в качестве
матрикса для культивирования клеток, в том чис-
ле эндотелиальных, для моделирования ангиоге-
неза. Проницаемость transwell-мембраны с мат-
ригелем статистически значимо отличается от
проницаемости мембраны, не покрытой матриге-
лем: матригель снижает проницаемость пустой
мембраны (рис. 2а), тогда как проницаемость
мембраны с клетками bEnd.3 в присутствии и в
отсутствие матригеля статистически не отличает-
ся (рис. 2а). Культивирование на trasnswell-мем-
бране не позволяет точно оценить конфлюент-
ность клеток, поэтому параллельно с высевом на
transwell-мембрану оценивали влияние матригеля
на пролиферацию клеток. По данным фазово-
контрастной микроскопии эндотелиальные клет-
ки при длительном культивировании приобрета-
ют нитеподобный фенотип и распределяются по
поверхности матригеля более гетерогенно, чем
при культивировании без матригеля (рис. 3а, б).
Характер распределения клеток bEnd.3 через день
после высева на матригель отличается от их рас-
пределения на пластике, не покрытом матриге-
лем (рис. 3в). Согласно визуальной оценке, опти-
мальные значения высева на мембрану без матри-
геля соответствуют 50 × 103 клеток на transwell-
мембране 12-луночного планшета (рис. 3а, б). Та-
ким образом, матригель не относится к компо-
нентам, необходимым для культививирования
bEnd.3 на transwell-мембране с целью оценки
проницаемости ГЭБ.

Нейрональные клетки могут улучшать свой-
ства модели ГЭБ [4], однако нами не выявлено
значимых изменений в проницаемости (или ин-
тегральности) при культивировании эндотели-
альных клеток bEnd.3 с первичными нейронами
мыши (рис. 2г). Полученные данные показывают,
что нейрональные клетки не улучшают барьер-
ных характеристик клеток bEnd.3.

Далее мы оценили влияние сыворотки на экс-
прессию клаудина-5, отвечающего за барьерную
функцию клеток. Результаты, полученные при
окрашивании антителами к клаудину-5, показы-
вают, что уже на 2-й день культивирования мор-
фология клеток bEnd.3, растущих без FBS, отли-
чается от морфологии клеток, культивируемых в

присутствии FBS, т.е. в стандартных условиях
(рис. 3в). Клетки, растущие на среде без сыворот-
ки, имеют более вытянутую форму, сходную с на-
блюдаемой при высеве на мембрану с матриге-
лем. При этом при культивировании без FBS, в
отличие от культивирования с сывороткой, не на-
блюдается неравномерности в распределении
клеток. Кроме того, в клетках, культивируемых
без FBS, уровень флуоресцентного сигнала от
клаудина-5 повышается на 26% (рис. 3в), что мо-
жет говорить о более высоком уровне экспрессии
этого белка в отсутствие сыворотки. Обнаружена
также тенденция к увеличению числа клеток при
культивировании без сыворотки. Таким образом,
для моделирования ГЭБ клетки bEnd.3 лучше
культивировать без сыворотки.

Чтобы оценить возможность повторного ис-
пользования transwell-вставок в модели на основе
bEnd.3, мы проанализировали прохождение флу-
оресцентной метки (Na-флуоресцеин, 10 мкг/мл)
через очищенную мембрану без клеток и с моно-
слоем клеток bEnd.3. Эти параметры сопоставили
с параметрами новой transwell-мембраны с клет-
ками bEnd.3 и без них. Мембраны, использован-
ные ранее, перед повторным использованием обра-
батывали 2 раза TrypLE (каждый раз не менее 2 ч),
затем промывали 2 раза деионизированной водой
(Milli-Q, “Millipore”, США) и PBS. Очевидно, что
transwell-вставки можно использовать повторно:
не выявлено различий в прохождении метки че-
рез пустую повторно используемую и пустую но-
вую мембрану (рис. 4а). Не отличается также про-
хождение метки через новую и повторно исполь-
зуемую мембрану с клетками bEnd.3 (рис. 4а).
Таким образом, применение традиционного спосо-
ба снятия клеток с мембраны с помощью TrypLE
достаточно для повторного использования tran-
swell-мембраны.

Выбор флуоресцентной метки важен для реги-
страции барьерной функции. Сравнение прохож-
дения двух флуоресцентных меток (Na-флуорес-
цеина и FITC-декстрана) через transwell-мембра-
ну показало, что проницаемость барьера для
FITC-декстрана лучше коррелирует с плотностью
монослоя, т.е. при увеличении количества клеток
на transwell-мембране прохождение FITC-декс-
трана снижается сильнее, чем Na-флуоресцеина
(рис. 4б, в).

Не менее важен вопрос о соответствии пара-
метров in vitro модели параметрам in vivo. Так,
электрическое сопротивление ГЭБ в паренхиме
мозга составляет около 8000 Ом/см2 [23], тогда
как проницаемость модели на основе bEnd.3 на
3 сутки после высева составляет 37.3 ± 3.1 Ом/см2

[24] и далее существенно не увеличивается (около
40 Ом/см2 на 7-й день). Все это приводит к значи-
мости усовершенствования модели и подбора
условий, начиная с базовых особенностей куль-
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Рис. 2. Параметры, влияющие на интегральность модели ГЭБ, основанной на линии эндотелиальных клеток bEnd.3.
а – Проницаемость однокомпонентной модели для Na-флуоресцеина после 7 дней культивирования на transwell-мем-
бране в присутствии или в отсутствие матригеля и клеток bEnd.3. Среда культивирования Opti-MEM с 2.5% FBS. б –
Проницаемость однокомпонентной модели на основе bEnd.3, культивируемых в среде DMEM с 10% FBS. в – Фазово-
контрастная микроскопия клеток bEnd.3 в первые сутки после высева на лунку 24-луночного планшета (1) и лунку 24-
луночного планшета, покрытого матригелем (2). Увеличение ×10. г – Проницаемость модели при высеве клеток
bEnd.3 в количестве 100 × 103 и 150 ×103 на мембрану 12-луночного планшета в присутствии и в отсутствие нейронов.
а и б – Приведены средние арифметические значения и стандартное отклонения, n = 9. Использовали однофактор-
ный дисперсионный анализ (One-way ANOVA) с применением критерия Тьюки для множественных сравнений (а) и
t-критерия Стьюдента (б) для определения значения p. *p < 0.05, ***p < 0.001, ns – статистическая значимость отсут-
ствует.
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Рис. 3. Влияние матригеля и сыворотки на морфологию bEnd.3 и экспрессию белка плотных контактов клаудина-5. а –
Клетки, высеянные в количестве, соответствующем 25 × 103 (1, 4), 50 × 103 (2, 5), 100 × 103 (3, 6), на transwell-вставку
12-луночного планшета на 4-е сутки, где 1, 2, 3 – высев на мембрану, не покрытую матригелем; 4, 5, 6 – на мембрану, по-
крытую матригелем. б – Клетки, высеянные в количестве 50 × 103 (1, 2) на transwell-вставку 12-луночного планшета, не по-
крытого (1) и покрытого (2) матригелем, на 8-е сутки. а и б – Фазово-контрастная микроскопия, увеличение ×10, шкала –
100 мкм. в – Флуоресцентная микроскопия клеток, культивируемых c FBS (1) и без FBS (2) после 48 ч инкубации; измене-
ние содержания клаудина-5 (3). Зеленая флуоресценция – окрашивание антителами на клаудин-5, голубая флуоре-
ценция – ядра клеток, окрашенные Hoechst. Увеличение ×200, шкала – 100 мкм. Среднюю флуоресценцию клаудина-5 на
снимках рассчитывали с помощью программы EMBL ImageJ. На рис. в (3) приведены средние арифметические значения и
стандартные отклонения, n = 9. Использовали t-критерий Стьюдента для определения значения p. **p < 0.01.
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Рис. 4. Проницаемость модели ГЭБ, основанной на клеточной культуре bEnd.3, в зависимости от состояния transwell-
мембраны и типа флуоресцентной метки. а – Проницаемость повторно используемых transwell-мембран 12-луночно-
го планшета (пустых и с клетками bEnd.3) и новых transwell-мембран с монослоем клеток bEnd.3 и без клеток. б, в –
Проницаемость однокомпонентной transwell-модели ГЭБ на основе bEnd.3 для Na-флуоресцеина (10 мкг/мл) (б) и
FITC-декстрана (100 мкг/мл) (в). Приведены средние арифметические значения и стандартные отклонения, n = 9. Ис-
пользовали однофакторный дисперсионный анализ (One-way ANOVA) с применением критерия Тьюки для множе-
ственных сравнений и определения значения p. **p < 0.01, ***p < 0.001, ns – отсутствует статистическая значимость.

150

100

50

0
Клетки bEnd.3

Новые Новые
Повторно

используемые
Повторно

используемые

Transwell-
мембраны

+– – +

а

И
зм

ен
ен

ие
 с

ко
ро

ст
и

пр
ох

ож
де

ни
я

N
a-

ф
лу

ор
ес

це
ин

а,
 %

***

ns

ns

***
**

б

И
нт

ен
си

вн
ос

ть
ф

лу
ор

ес
це

нц
ии

, у
. е

.

4000

3000

3500

2500

2000

1500

1000

500

0 10 20 30 40 50 60 70
Время, мин

25 × 103 клеток
bEnd.3

50 × 103 клеток
bEnd.3

100 × 103 клеток
bEnd.3

в

И
нт

ен
си

вн
ос

ть
ф

лу
ор

ес
це

нц
ии

, у
. е

.

1000

800
900

700
600
500
400

100
200
300

0 10 20 30 40 50 60 70
Время, мин

25 × 103 клеток
bEnd.3

50 × 103 клеток
bEnd.3

100 × 103 клеток
bEnd.3



МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ  том 56  № 6  2022

TRANSWELL-МОДЕЛИРОВАНИЕ ГЕМАТОЭНЦЕФАЛИЧЕСКОГО БАРЬЕРА 1093

тивирования и выбора клеточной культуры и за-
канчивая изменением параметров анализа.

В нашей работе выявлен ряд параметров для
моделирования ГЭБ in vitro. Наилучшими усло-
виями для оценки проницаемости ГЭБ с исполь-
зованием клеток bEnd.3 в качестве модели явля-
ются: культивирование клеток на среде DMEM,
не менее (50–100) × 103 клеток на transwell-мем-
брану 12-луночного планшета и культивирование
в течение пяти и более дней в отсутствие матриге-
ля. Для повышения конфлюентности клеток и уве-
личения уровня белков плотных контактов предпо-
чтительнее культивировать клетки без FBS.

Исследование поддержано Министерством
науки и высшего образования Российской Феде-
рации (Контракт в системе электронный бюджет
№ 075-15-2020-795, Соглашение № 13.1902.21.0027
от 29.09.2020, ID проекта: RF-190220X0027).

В работе соблюдены все применимые междуна-
родные, национальные и/или институциональные
принципы ухода и использования животных.

Конфликт интересов не заявляется.
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BLOOD–BRAIN BARRIER TRANSWELL-MODELING
А. V. Petrovskaya1, Е. P. Barykin1, А. М. Tverskoi1, К. B. Varshavskaya1, V. А. Мitkevich1,

I. Yu. Petrushanko1, and А. А. Makarov1, *
1Engelhardt Institute of Molecular Biology, Russian Academy of Sciences, Moscow, 119991 Russia

*e-mail: aamakarov@eimb.ru

In vitro blood–brain barrier (BBB) modeling with the use of the brain endothelial cells grown on a transwell
membrane is widely used to investigate the BBB disorders and factors intended to ameliorate these patholo-
gies. Endothelial cells, due to tight junction proteins, cause selective permeability for a number of substances.
The low integrity (i.e., high permeability) of the BBB model, as compared to the physiological one, compli-
cates the evaluation of the effects caused by different agents. Thus, the selection of conditions to improve the
barrier integrity is an extremely essential task. In this study, the mouse endothelial cells bEnd.3 are used in
the experiments on transwell modeling. To determine factors, enhancing the BBB integrity, the effects of the
cultivation medium, the number of cells during seeding, the state of the transwell membrane, cultivation in
the presence or in the absence of primary mouse neurons and matrigel as a matrix on the passage of a f luo-
rescent label through the cell monolayer were assessed. The effect of fetal bovine serum on tight junction pro-
tein claudin-5 was analyzed by immunocytochemistry. The obtained cultivation parameters data facilitate to
the solution to the problem of the BBB transwell model low integrity and bring the model closer to the phys-
iologically relevant indicators.

Keywords: blood–brain barrier, transwell membrane, endothelial cells bEnd.3
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К важным иммунологическим характеристикам переболевших COVID-19, а также вакцинирован-
ных относятся показатели гуморального ответа. Широкое распространение получил анализ уровня
вируссвязывающих антител. Наиболее точным предиктором эффективной иммунной защиты от
симптомного течения инфекции SARS-CoV-2 считается титр вируснейтрализующих антител. Мы
оценили вируснейтрализующую активность плазмы лиц (n = 111), переболевших COVID-19 в период
с апреля по сентябрь 2020 года. Для анализа использовали три независимых метода: конвенциональ-
ный с живым вирусом, с псевдотипированными белком шипа вирусоподобными частицами и сур-
рогатный тест нейтрализации вируса (cVNT, pVNT и sVNT соответственно). Для сравнения изме-
ряли уровни антител IgG, IgA и IgM против рецепторсвязывающего домена (RBD) белка шипа
SARS-CoV-2. Уровни вируссвязывающих, а также вируснейтрализующих антител в постановке как
cVNT, так и pVNT имели большой разброс. Высокая корреляция выявлена при сравнении результа-
тов cVNT и pVNT, а результаты sVNT хорошо согласовывались как с cVNT, так и с pVNT. В наиболь-
шей степени с результатами cVNT, pVNT и sVNT коррелировал уровень IgG-антител. Полученные
результаты могут использоваться при отборе плазм, наилучшим образом подходящих для трансфу-
зии и лечения острого течения COVID-19. Кроме того, данные по вируснейтрализующей активно-
сти плазмы важны для выбора потенциальных доноров для выделения SARS-CoV-2-специфичных
В-лимфоцитов ‒ с целью дальнейшего получения моноклональных вируснейтрализующих антител.

Ключевые слова: COVID-19, SARS-CoV-2, вируснейтрализующие антитела, плазма крови, реконва-
лесценты
DOI: 10.31857/S0026898422060064

В условиях нынешней пандемии COVID-19
большое значение придается серологическому
анализу биологических образцов. Гуморальный
иммунный ответ ‒ важная характеристика как

для переболевших естественным путем, так и вак-
цинированных людей [1]. Мониторинг уровней
антител против SARS-CoV-2 необходим для про-
гнозирования риска повторного заражения и

Сокращения: cVNT (conventional virus neutralization test) – конвенциональный вируснейтрализующий тест; ID50 (half-maxi-
mal inhibitory dilution) – разведение, обеспечивающее 50%-ное ингибирование; IQR (interquartile range) – межквартильный
диапазон; pVNT (pseudovirus-based virus neutralization test) – вируснейтрализующий тест c псевдотипированными вирусо-
подобными частицами; S (spike) protein – белок шипа; RBD (receptor-binding domain) – рецепторсвязывающий домен;
sVNT (surrogate virus neutralization test) – суррогатный вируснейтрализующий тест; VLP (virus-like particles) – вирусоподоб-
ные частицы.
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оценки эффективности вакцинации. Кроме того,
эти показатели используют для ретроспективного
отслеживания контактов заболевших пациентов,
оценки числа бессимптомных носителей, а также
уровня коллективного иммунитета.

В серологических анализах на SARS-CoV-2 в
качестве антигенов обычно используют два ви-
русных белка: нуклеопротеин (N) или белок ши-
па (S). SARS-CoV-2 связывается со своим рецеп-
тором на хозяйской клетке через рецепторсвязы-
вающий домен (RBD) S-белка, поэтому именно
RBD рассматривают как основную мишень для
нейтрализующих антител [2]. В силу этого данные
по S- и RBD-связывающим антителам могут кос-
венно указывать на нейтрализующую активность
сыворотки. Высокий уровень вируснейтрализую-
щих антител ‒ хороший предиктор эффективной
иммунной защиты от симптоматичного течения
COVID-19 [3, 4], поэтому определение вируссвя-
зывающих антител необходимо дополнять пря-
мым измерением уровня вируснейтрализующих
антител. Заметим, что анализ на вируссвязываю-
щие антитела достаточно хорошо отработан и
широко распространен в лабораторной практике,
в то время как определение вируснейтрализую-
щих антител доступно только специализирован-
ным лабораториям.

На начальных этапах пандемии SARS-CoV-2,
когда остро ощущалось отсутствие надежных те-
рапевтических средств для лечения COVID-19,
трансфузия плазмы реконвалесцентов была
единственным возможным вариантом этиотроп-
ной терапии. Переливание плазмы, полученной
от доноров, переболевших COVID-19, потенци-
ально может обеспечить немедленную пассивную
иммунизацию и защиту организма от инфекции
SARS-CoV-2. Однако практические итоги плаз-
мотерапии оказались очень неоднозначными.
Наиболее успешным считается применение кон-
валесцентной плазмы на ранних этапах заболева-
ния ‒ вскоре после госпитализации. К решаю-
щим факторам также относится использование
плазмы с высоким титром антител к S-белку или
RBD. При правильно подобранных параметрах
трансфузия конвалесцентной плазмы обеспечи-
вала более чем двукратное, по сравнению с кон-
трольными группами, увеличение выживаемости
пациентов [5]. Все это указывает на то, что плаз-
му, предназначенную для трансфузии, необходи-
мо строго контролировать по вируснейтрализую-
щей активности.

Известно несколько методов определения вирус-
нейтрализующей активности сывороток, каждый из
которых подразделяют на несколько субвариантов.
Это, в первую очередь, метод с использованием на-
тивного живого вируса SARS-CoV-2 ‒ конвенцио-
нальный вируснейтрализующий тест (cVNT; conven-
tional virus neutralization test), ‒ с использованием

вирусоподобных частиц, псевдотипированных
S-белком (pVNT; pseudovirus-based virus neutra-
lization test) [6], и, наконец, суррогатный VNT
(sVNT) [7].

Цель исследования состояла в сравнении вирус-
нейтрализующей активности образцов плазмы ре-
конвалесцентов, определенной тремя различными
методами: cVNT, pVNT и sVNT. Предпринята по-
пытка оценить вариабельность вируснейтрализую-
щей активности образцов плазмы и сравнить ее с
вируссвязывающей активностью тех же проб.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Характеристика пациентов. В исследование бы-
ли включены добровольцы (n = 111), которые в
период с апреля по сентябрь 2020 года переболели
COVID-19. Бóльшая часть пациентов (86%) про-
ходила стационарное лечение в ФНКЦ ФМБА
России, остальные ‒ в других медицинских учре-
ждениях г. Москвы или на дому. Всем участникам
был поставлен диагноз COVID-19 на основании
ПЦР-тестирования и/или клинических данных.
Через 1‒3 месяца после перенесенного COVID-19
добровольцы сдали плазму крови в ФНКЦ ФМБА
России для последующего переливания больным
пациентам. Заготовку плазмы проводили мето-
дом плазмафереза, объем заготавливаемой плаз-
мы составлял 640 мл для каждого донора. В про-
веденном нами исследовании использованы
100-микролитровые аликвоты плазмы.

Пациенты, выздоровевшие от COVID-19, бы-
ли в возрасте от 18 до 52 лет (медиана ‒ 38 лет,
межквартильный диапазон (interquartile range,
IQR) ‒ 21–43 лет); из них 68 мужчин (61.2%) и
43 женщины (38.8%). В группу сравнения были
включены здоровые доноры (n = 25). Группа
сравнения по возрасту и по соотношению муж-
чин и женщин соответствовала группе переболев-
ших. Венозную кровь здоровых добровольцев соби-
рали в гепаринизированные пробирки (“Sarstedt,
Nümbrecht”, Германия), после чего пробирки
центрифугировали 10 мин при 300 g и отбирали
плазму. Образцы плазмы (аликвоты по 100 мкл)
замораживали и хранили при ‒70°C.

Определение анти-RBD-антител методом имму-
ноферментного анализа (ИФА). Концентрацию
анти-RBD-антител в плазме определяли методом
ИФА с использованием коммерческих планше-
тов, сенсибилизированных RBD (#K153G, “Хема
Медика”, Россия) в соответствии с инструкцией
производителя. В качестве проявляющих реаген-
тов использовали антитела против IgG, IgA и IgM
человека, конъюгированные с пероксидазой хрена
(Cat. No. 109-036-088, 109-035-129, 109-035-011,
“Jackson Immuno Research”, США). Реакцию
ИФА проявляли при добавлении в каждую лунку
100 мкл субстрата пероксидазы ‒ 3,3',5,5'-тетра-
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метил бензидина (ТМВ) ‒ и инкубировали до по-
явления синего окрашивания. Реакцию останав-
ливали добавлением 100 мкл стоп-реагента. Оп-
тическую плотность полученного раствора
измеряли с помощью фотометра BioRad iMark
Microplate Absorbance Reader (“Bio-Rad”, США).

Все образцы титровали для нахождения ли-
нейного участка на графике зависимости оптиче-
ской плотности (OD450) от разведения плазмы.
Для определения концентрации антител исполь-
зовали точку, находившуюся в середине линей-
ного участка кривой титрования. Концентрацию
анти-RBD-антител IgG определяли в абсолют-
ных единицах (нг/мл), используя в качестве стан-
дарта человеческое моноклональное антитело
34B12 с известной концентрацией (любезно предо-
ставлено д.б.н. А.В. Тараниным, Институт молеку-
лярной и клеточной биологии СО РАН, Новоси-
бирск [8]). Концентрацию анти-RBD-антител
IgA и IgM определяли в относительных единицах,
используя в качестве стандарта плазму одного из
доноров.

Определение вируснейтрализующих антител мето-
дом cVNT. Анализ проводили на клетках Vero E6, ко-
торые инфицировали аутентичным SARS-CoV-2
(штамм hCoV-19/Russia/Moscow-PMVL-12/2020) в
дозе 100 ТЦИД50 (50%-ная тканевая цитопатиче-
ская инфекционная доза). Результаты цитопа-
тической реакции регистрировали через 96 ч в
инвертируемом микроскопе. Цитопатический
эффект оценивали визуально. Вируснейтрали-
зующую активность образцов плазмы опреде-
ляли по подавлению цитопатического действия
вируса. Цитопатический эффект вируса в отсут-
ствие плазмы был принят за 100%. Плазму титро-
вали, начиная с разведения 1 : 10. За титр антител
принимали наибольшее разведение плазмы, при
котором еще не развивался цитопатический эф-
фект на 100 ТЦИД50 вируса. Опыты по нейтрали-
зации сопровождались контролем рабочей дозы
вируса, токсичности и стерильности сывороток.

Определение вируснейтрализующих антител ме-
тодом pVNT. Этот анализ проводили на клетках
HEK-293, стабильно трансфицированных плаз-
мидой, экспрессирующей ангиотензинконверти-
рующий фермент-2 (ACE2). К клеткам-мишеням
добавляли лентивирусные вирусоподобные ча-
стицы (VLPs), псевдотипированные S-белком
SARS-CoV-2. VLPs несли репортный ген зеленого
флуоресцентного белка (GFP), который экспрес-
сировался в инфицированных клетках. Дозу VLPs
подбирали таким образом, чтобы в отсутствие ан-
тител было инфицировано 50% клеток-мишеней ‒
их детектировали по флуоресценции GFP с помо-
щью проточного цитометра CytoFLEX S (“Beckman
Coulter”, США). При полном ингибировании ин-
фекции клетки-мишени не давали флуоресцентно-
го сигнала. Для каждой сыворотки делали 5 по-

следовательных разведений, начиная с 1 : 4, с ша-
гом 5. Результаты представляли как разведение
сыворотки, при котором наблюдали 50%-ное ин-
гибирование (ID50) заражения клеток, рассчитан-
ное по графику титрования Sigmoidal, 5PL, в про-
грамме GraphPad Prism (США).

Определение вируснейтрализующих антител ме-
тодом sVNТ. Этот анализ проводили с использо-
ванием набора SARS-CoV-2 ВНАФА К533 (#2104,
“Хема Медика”) в соответствии с рекомендация-
ми производителя. Образцы плазмы разводили в
10 раз буфером для образцов и добавляли к ним
раствор конъюгата RBD с пероксидазой хрена
(RBD-HRP) в соотношении 1 : 10 (v/v). Смесь ин-
кубировали 30 мин при 37°C, после чего 100 мкл
реакционной смеси переносили в планшет, сен-
сибилизированный АСЕ2, и инкубировали еще
30 мин при 37°C. Лунки 5 раз промывали буфером
для отмывки. Реакцию проявляли и регистриро-
вали также, как описано выше при выполнении
ИФА. Данные анализировали с помощью про-
граммного обеспечения Zemfira 4.0.

Статистическая обработка результатов. Полу-
ченные данные обрабатывали с использованием
программного обеспечения GraphPad Prism вер-
сия 8.4.3 (GraphPad, США). Значимость различий
между выборками оценивали с помощью крите-
рия Манна‒Уитни. Различия сравниваемых па-
раметров считали статистически значимыми при
p < 0.05. На графиках показаны медианы (средняя
линия), третий и первый квартили (прямоуголь-
ники), усы показывают 1.5-кратный межквартиль-
ный размах. Количественную оценку статистиче-
ской связи между параметрами проводили, рассчи-
тывая коэффициенты линейной регрессии, а также
ранговой корреляции по Спирмену (r).

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
В исследовании приняли участие пациенты,

которые переболели COVID-19 в период с апреля
по сентябрь 2020 года. В это время в России цир-
кулировал Уханьский штамм SARS-CoV-2 или
его вариант с заменой D614G в S-белке [9–11].

Уровень RBD-связывающих антител

Прежде всего в плазме пациентов, перенесших
COVID-19, определяли уровень RBD-связываю-
щих антител. На рис. 1 представлены результаты
количественного определения IgG и полуколиче-
ственного определения уровней IgA и IgM анти-
RBD-антител. В качестве отрицательного кон-
троля приведены результаты, полученные для
здоровых доноров.

Для IgG-антител у выздоровевших пациентов
медиана равнялась 1819.7 нг/мл (IQR 635.3–
4753.4), в то время как для здоровых доноров она
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составляла 16.9 нг/мл (IQR 2.0–27.4) (p < 0.0001).
Для IgA-антител эти величины равнялись
118.0 отн. ед. (IQR 52.72–208.9) и 13.5 отн. ед.
(IQR 3.9–18.3) соответственно (p < 0.0001); для
IgM-антител ‒ 251.8 отн. ед. (IQR 103.5–669.9) и
10.3 отн. ед. (IQR 1.44–20.41) соответственно (p <
< 0.0001).

Анализ распределения уровня антител по вы-
борке пациентов показал высокую гетероген-
ность этого параметра. Содержание RBD-связы-
вающих антител довольно широко варьировало,
изменяясь в пределах 5, 3 и 4 порядков соответ-
ственно для антител IgG, IgA и IgM. При этом ха-
рактер распределения RBD-специфических ан-
тител IgG и IgM заметно отличался от нормаль-
ного, что было подтверждено анализом по методу
Д’Агостино-Пирсона (p < 0.0001). Мы предполо-
жили, что причина отклонения от нормального
распределения заключается в наличии несколь-
ких нулевых значений RBD-специфических ан-
тител IgG и IgM. При исключении нулевых зна-
чений из выборок распределение значений по ан-
тителам IgG и IgM приобретало соответственно
нормальный характер и приближалось к нор-
мальному (р = 0.8170 и р = 0.0504). Для IgA-анти-
тел исходное распределение было близким к нор-
мальному (p = 0.2911).

Уровень вируснейтрализующих антител

Вируснейтрализующую активность образцов
плазмы определяли с помощью трех независимых
методов: cVNT, pVNT и sVNT. У бóльшей части
участников обнаружены вируснейтрализующие
антитела: 101/111 (91%), 91/111 (82%) и 88/111
(79%) пациентов соответственно.

Уровни вируснейтрализующих антител, опре-
деленные методами cVNT и pVNT, отличались ге-
терогенностью (рис. 2), в то время как результаты
sVNT варьировали в пределах двух порядков. Это
вполне объяснимо, так как результаты sVNT вы-
ражаются в процентах нейтрализации вируса,
что, по определению, не превышает 100%. Реаль-
ное распределение результатов sVNT могло быть
более широким, чего не наблюдалось, так как об-
разцы плазмы с высокими титрами попадали в
область насыщения.

Распределение вируснейтрализующей актив-
ности образцов плазмы также, как и уровней
RBD-связывающих антител, отклонялось от нор-
мального вида. Одним из проявлений такого рас-
пределения было наличие точек с нулевой ней-
трализующей активностью. Можно предполо-
жить, что нулевые точки появились в результате
ошибочного включения в исследуемую группу
лиц, которые не болели COVID-19. В таком слу-
чае образцы взятой у них плазмы давали бы ну-
левые значения сразу в нескольких тестах, но
этого не наблюдалось. Вероятно, появление ну-
левых точек обусловлено различной чувстви-
тельностью и/или специфичностью используе-
мых тест-систем.

Взаимосвязь уровней RBD-связывающих антител 
и вируснейтрализующей активности

С целью оценить взаимосвязь между результа-
тами, полученными разными методами, мы про-
вели корелляционный анализ. Прежде всего, оце-
нили связь между данными по связыванию антител
с RBD, с одной стороны, и вируснейтрализующей
активностью ‒ с другой (рис. 3а). В наибольшей
степени с результатами cVNT, pVNT и sVNT корре-

Рис. 1. Распределение уровней антител IgG (а), IgA (б) и IgM (в) к RBD белка шипа SARS-CoV-2 у пациентов, перебо-
левших COVID-19. Слева коробчатые, а справа скрипичные диаграммы. Каждая точка представляет образец плазмы.
Серыми точками обозначены образцы, полученные от пациентов, переболевших COVID-19; белыми точками – от
здоровых добровольцев. Горизонтальные пунктирные линии обозначают порог отсечения.
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лировал уровень IgG-антител (r = 0.677, p < 0.0001;
r = 0.624, p < 0.0001; r = 0.615, p < 0.0001 соответ-
ственно). Несколько меньшая корреляция обна-
ружена между cVNT, pVNT, sVNT и уровнем IgA-
антител (r = 0.63, p < 0.0001; r = 0.581, p < 0,0001;
r = 0.444, p < 0.0001 соответственно). Наконец,
уровень IgM слабо коррелировал с sVNT (r =
= 0.367, p = 0.001) при хорошей корреляции с
cVNT и pVNT (r = 0.671, p < 0.0001; r = 0.716,
p < 0.0001 соответственно).

Сравнение результатов, полученных различ-
ными модификациями тестов по нейтрализации
вируса, представлено на рис. 3б. Как и ожидалось,
наиболее высокая корреляция результатов выяв-
лена для cVNT и pVNT (r = 0.841, p < 0.0001), не-
сколько слабее ‒ для cVNT и sVNT (r = 0.643, p <
< 0.0001) и pVNT и sVNT (r = 0.665, p < 0.001).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Наиболее адекватным подходом к определе-
нию вируснейтрализующей активности плазмы
считается использование живого вируса, в том
числе и SARS-CoV-2. Именно поэтому метод
cVNT относится к наиболее точным и информа-
тивным, так как позволяет выявлять действие ан-
тител, нейтрализующих вирус по различным ме-
ханизмам [12]. Метод cVNT основан на использо-
вании компетентного к репликации вируса, в
связи с чем его проводят в лабораториях с уров-
нем биобезопасности не ниже BSL3 (по Между-
народной классификации уровня биобезопосно-
сти), а это сильно ограничивает его применение.
К недостаткам cVNT также можно отнести субъ-
ективность при оценке цитопатического эффекта
клеток-мишеней и дискретный характер получае-
мых данных. Если первый недостаток нивелирует-

ся многолетним опытом и квалификацией иссле-
дователя, то отсутствие непрерывности получае-
мых результатов затрудняет их последующий
статистический анализ.

Вирусоподобные частицы, псевдотипирован-
ные S-белком SARS-CoV-2, хорошо имитируют
начальные этапы жизненного цикла вируса: его
связывание и слияние с клеткой-мишенью [6].
Метод pVNT значительно проще в исполнении,
чем cVNT, и позволяет работать в лабораториях с
уровнем биобезопасности BSL2. Вследствие этих
обстоятельств pVNT получил широкое распро-
странение в исследовательских лабораториях.

Следует заметить, что как при выполнении
cVNT, так и pVNT необходимы живые клетки;
кроме того, немаловажный фактор ‒ квалифика-
ция исполнителя. В связи с этими ограничения-
ми вышеуказанные методы не получили широко-
го распространения в клинико-диагностической
практике. В качестве дополнительного метода мы
использовали так называемый суррогатный ви-
руснейтрализующий тест – sVNТ [7]. Его можно
отнести к экспресс-тестам, так как он позволяет
оценить вируснейтрализующее действие образ-
цов плазмы всего за 1‒2 ч, в то время как выпол-
нение cVNT и pVNT занимает несколько суток. К
недостаткам sVNT можно отнести ограниченную
специфичность: им можно выявить только те анти-
тела, которые работают исключительно по меха-
низму блокировки связывания RBD и АСЕ2 [7].

Обращает на себя внимание, что у небольшой
доли реконвалесцентов практически отсутство-
вали вируснейтрализующие антитела. Это на-
блюдение согласуется с ранее опубликованными
данными о том, что 2% выздоровевших после
COVID-19 пациентов не продуцируют нейтрали-
зующие антитела [13]. Характерно, что наиболь-

Рис. 2. Распределение уровней вируснейтрализующих антител у пациентов, переболевших COVID-19. Представлены
результаты методов cVNT (а), pVNT (б) и sVNT (в). Горизонтальные пунктирные линии обозначают порог отсечения.
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шее число таких пациентов (n = 23) выявлено при
использовании sVNT ‒ теста, который детектиру-
ет только RBD-нейтрализующие антитела. Мож-
но предположить, что некоторые образцы плазмы
этой группы переболевших содержали нейтрали-
зующие антитела, которые связываются с S-бел-
ком вне области RBD [14]. Действительно, ранее
показано, что антитела к N-концевому домену
или S2-области S-белка также могут участвовать в
нейтрализации вируса [15].

Несмотря на отмеченные отличия, выявлен-
ные нами, а также в некоторых других исследова-
ниях, различные варианты методов нейтрализа-
ции вируса хорошо коррелируют между собой
[16–18]. Наиболее высокий коэффициент корре-
ляции выявлен между значениями, полученными
в тестах cVNT и pVNT (r = 0.841). Это означает,
что тест сVNT в большинстве случаев может быть
заменен тестом pVNT при оценке SARS-CoV-2-
нейтрализующей активности антител в плазме до-
норов. С определенными оговорками все три теста
могут быть использованы для оценки нейтрализую-
щей активности образцов плазмы. Сравнение ре-
зультатов по вируснейтрализующей активности и
содержанию RBD-специфичных антител позво-
ляет оценить вклад различных изотипов в нейтра-
лизующую способность конкретного образца
плазмы. В каждом из использованных тестов ней-
трализации наиболее высокие коэффициенты
корреляции получены для антител IgG. Это ука-
зывает на превалирующую роль антител IgG, а не
IgM и IgA при блокировке взаимодействия RBD
вируса с его рецептором ‒ АСЕ2. Интересно
сравнить полученные результаты с опублико-
ванными данными для других групп реконвалес-
центов, а также для появляющихся вариантов
SARS-CoV-2.

Заметим, что недавно наши соотечественни-
ки, D. Kolesov и соавт. [14], опубликовали работу,
близкую к представленной здесь. Их исследова-
ние выполнено тоже на московской популяции и
с участием пациентов, переболевших Уханьским
или близкими вариантами SARS-CoV-2 [14]. Од-
нако в проведенном нами исследовании получе-
ны более низкие коэффициенты корреляции
между результатами cVNT, sVNT и анти-RBD-те-
ста. Возможно, это связано с различными форма-
тами sVNT. Можно также отметить, что получен-
ный нами коэффициент корреляции между sVNT
и анти-RBD-тестом сравним с таковым для вак-
цинированных лиц [17].

На достаточно большой и разнородной выбор-
ке образцов плазмы реконвалесцентов нами об-
наружена их высокая гетерогенность. Наиболь-
шее внимание привлекают образцы с высокой
вируснейтрализующей активностью ‒ титры пре-
вышали 1000 в cVNT, а значения ID50 были выше
1000 в pVNT. Эти образцы плазмы можно отнести
к наиболее перспективным для последующей
трансфузии пациентам в острой фазе COVID-19.
В процентном выражении доля таких образцов
невелика (не более 5%). В выборке преобладали
образцы плазмы с умеренным количеством ви-
руснейтрализующих антител (титры в диапазоне
от 90 до 300 в cVNT и значения ID50 в диапазоне от
100 до 1000 в pVNT). Ранее предполагалось, что
гетерогенность по вируснейтрализующей актив-
ности плазмы/сыворотки крови среди переболев-
ших COVID-19 может быть связана с тяжестью
перенесенного заболевания [19, 20], а также с раз-
ными сроками взятия образцов. Вариабельность
вируснейтрализующей активности образцов
плазмы наиболее отчетливо проявлялась при
сравнении различных мутантных вариантов
SARS-CoV-2 [16]. Низкая вируснейтрализующая
активность плазмы/сыворотки крови у некото-
рых переболевших COVID-19 может быть одной
из причин повторного заражения [21].

Таким образом, сравнение тестов по оценке
вируснейтрализующей активности образцов
плазмы реконвалесцентов COVID-19 позволяет
не только ответить на вопрос о взаимной замени-
мости того или иного теста, но также выявить об-
разцы, в которых содержатся антитела против
SARS-CoV-2, работающие по разным механиз-
мам нейтрализации. Представляется важным ис-
пользование подобных тест-систем для предвари-
тельного отбора доноров для сортировки единич-
ных SARS-CoV-2-специфичных В-лимфоцитов ‒ с
целью получения человеческих моноклональных
вируснейтрализующих антител.

Работа выполнена при финансовой поддержке
Министерства науки и высшего образования Рос-
сийской Федерации (Соглашение № 075-15-2021-
1086, контракт RF—193021X0015, 15.ИП.21.0015).

Все процедуры, выполненные в исследовании
с участием людей, соответствуют этическими
стандартами институционального и/или нацио-
нального комитета по исследовательской этике и
Хельсинкской декларации 1964 года и ее последу-
ющим изменениям или сопоставимым нормам
этики. От каждого из включенных в исследование

Рис. 3. Корреляционный анализ активности образцов плазмы реконвалесцентов. а – Сравнение результатов тестов по
нейтрализации вируса: cVNT, pVNT и sVNT ‒ с данными по определению IgG-, IgA- и IgM-антител против RBD.
б ‒ Сравнение результатов тестов по нейтрализации вируса: cVNT, pVNT и sVNT ‒ между собой. в – Тепловая карта
коэффициентов корреляции по Спирмену. Прямыми представлены линии тренда линейной регрессии. На субпане-
лях цифрами указаны коэффициенты линейной регрессии, а также ранговой корреляции по Спирмену (r). Отклики с
низкими значениями при представлении на логарифмических шкалах принимали равными 1.



1102

МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ  том 56  № 6  2022

АСТАХОВА и др.

участников было получено информированное
добровольное согласие. Протокол исследования
был одобрен локальным этическим комитетом
ФНКЦ ФМБА России (протокол заседания № 4
от 28.04.2020).

Авторы сообщают об отсутствии конфликта
интересов.
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HIGH HETEROGENEITY OF VIRUS-NEUTRALIZING AND RBD-BINDING 
ACTIVITIES OF COVID-19 CONVALESCENT SERA

E. A. Astakhova1, 2, M. G. Byazrova1, 2, 3, G. M. Yusubalieva4, V. F. Larichev5,
V. P. Baklaushev4, and A. V. Filatov1, 2, *

1National Research Center “Institute of Immunology”, Federal Medical-Biological Agency, Moscow, 115522 Russia
2Immunology Department, Biological Faculty, Lomonosov Moscow State University, Moscow, 119234 Russia

3Рeoples Friendship University of Russia (RUDN University), Ministry of Science and Higher Education of Russia,
Moscow, 117198 Russia
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An important immunological characteristic of donors who recovered from COVID-19, as well as vaccinated
individuals, are the parameters of the humoral response. The analysis of the level of virus-binding antibodies
has become widespread. The most accurate predictor of effective immune protection against symptomatic
SARS-CoV-2 infection is the activity of virus-neutralizing antibodies. We determined virus-neutralizing ac-
tivities in plasma samples of individuals (n = 111) who had COVID-19 from April to September 2020. Three
independent methods were used: conventional with live virus, with virus-like particles pseudotyped with
spike protein, and a surrogate virus-neutralization test (cVNT, pVNT and sVNT, respectively). For compa-
rison, the levels of IgG, IgA and IgM antibodies against the receptor-binding domain of the SARS-CoV-2
spike protein were also evaluated. The levels of virus-binding as well as virus-neutralizing antibodies in cVNT
and pVNT showed high heterogeneity. A comparison of cVNT and pVNT results showed a high correlation,
sVNT results also correlated well with both cVNT and pVNT. To the greatest extent, the level of IgG antibodies
correlated with the results of cVNT, pVNT and sVNT. The results obtained can be used in the selection of plasmas
that are best suited for transfusion and treatment of acute COVID-19. In addition, data on the virus-neutralizing
activity of plasma are important for the selection of potential donors, for the isolation of SARS-CoV-2-spe-
cific B-lymphocytes in order to further generate human monoclonal virus-neutralizing antibodies.

Keywords: COVID-19, SARS-CoV-2, virus neutralizing antibodies, human plasma, convalescents
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© 2022 г.   Д. Е. Деминa, *, Е. М. Стасевичb, М. М. Мурашкоa, Е. А. Ткаченкоa, c,
А. Н. Увароваb, c, А. М. Шварцb, d

aИнститут молекулярной биологии им. В.А. Энгельгардта, Российская академия наук, Москва, 119991 Россия
bЦентр высокоточного редактирования и генетических технологий для биомедицины, Институт молекулярной 

биологии им. В.А. Энгельгардта, Российская академия наук, Москва, 119991 Россия
cБиологический факультет Московского государственного университета им. М.В. Ломоносова, 

Москва, 119234 Россия
dМосковский физико-технический институт, Долгопрудный, Московская область, 141701 Россия

*e-mail: denis.demin@phystech.edu
Поступила в редакцию 15.06.2022 г.

После доработки 03.07.2022 г.
Принята к публикации 05.07.2022 г.

Секурин человека (PTTG1) ‒ это протоонкоген, экспрессия которого повышена во многих типах
злокачественных клеток. Ранее нами обнаружена минорная короткая изоформа секурина, лишенная
экзонов 3 и 4. Отсутствующие экзоны кодируют основной сайт распознавания (D-бокс) анафазапромо-
тирующим комплексом (APC/C). Нами показано, что эти две изоформы PTTG1 оказывают различное
действие на транскрипцию. В представленном исследовании с помощью системы xCELLigence изучено
влияние сверхэкспрессии и селективного нокдауна короткой и полной изоформ секурина на пролифе-
рацию клеток. Примечательно, что селективный нокдаун мРНК короткой изоформы приводил к резко-
му снижению роста клеток, в то время как сверхэкспрессия обеих изоформ ускоряла рост клеток. Для
поиска генов с альтернативными изоформами, сходными с секурином, мы провели анализ базы данных
GENCODE и обнаружили, что 54 из 128 генов с PTTG1-подобным набором сайтов распознавания
APC/C имеют известные изоформы без D-бокса. В целом, полученные данные свидетельствуют о суще-
ствовании нового класса альтернативных изоформ и подтверждают важность минорных изоформ.

Ключевые слова: PTTG1, секурин, минорная изоформа, онкоген, D-бокс, клеточная пролиферация
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Full and D-Box-Deficient PTTG1 Isoforms: Effects on Cell Proliferation
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Human securin (PTTG1) is a protooncogene whose expression is elevated in many types of malignant cells.
We previously discovered a minor short isoform of securin lacking exons 3 and 4. The missing exons encode
the main recognition site (D-box) of the anaphase-promoting complex (APC/C). We show that these two
PTTG1 isoforms have different effects on transcription. Here, we have studied the effects of overexpression
and selective knockdown of the short and complete securin isoforms on cell proliferation using the xCELLigence
system. Notably, selective knockdown of the short isoform mRNA led to a dramatic decrease in cell growth,
while overexpression of both isoforms accelerated cell growth. To search for genes with alternative isoforms
similar to securin, we analyzed the GENCODE database and found that 54 of 128 genes with a PTTG1-like
set of APC/C recognition sites have known isoforms without the D-box. Overall, the data obtained indicate the
existence of a new class of alternative isoforms and reinstates the importance of minor isoforms.

Keywords: PTTG1, securin, minor isoform, oncogene, D-box, cell proliferation
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