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В настоящее время более 4500 заболеваний класси-
фицируется как наследственные. Большинство форм на-
следственных заболеваний человека обусловлены генными 
мутациями. Благодаря развитию новых способов манипу-
ляции с геномами, в частности с использованием системы 
CRISPR/Cas9, появилась возможность искусственно вво-
дить ту или иную мутацию в геном исследуемого объекта, а 
также исправлять генные мутации. Тем самым можно соз-
давать клеточные модели наследственных болезней чело-
века, а также проводить эксперименты по проверке гипотез 
и принципов генной и клеточной терапии. В обзоре рассмо-
трены наиболее интересные примеры исследований, кото-
рые дают представление о возможностях и перспективах 
применения системы CRISPR/Cas9 для создания и иссле-
дования клеточных моделей наследственных заболеваний 
человека. 
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Currently, more than 4500 diseases classified as an 
inherited diseases. Most forms of human inherited diseases 
are caused by gene mutations. Given to the development of 
new methods genome editing, particularly with the use of 
CRISPR/Cas9 system, it is possible to artificially introduce 
precise mutations in the genome, as well as to correct 
gene mutations. It is thus possible to create a cellular 
model of human inherited diseases, as well as to carry 
out experiments for testing hypotheses and principles of 
gene and cell therapy. In this review, we consider studies 
that provide insight into the possibilities of CRISPR/Cas9 
system for developing and studying cellular models of human 
inherited diseases.

Keywords: CRISPR/Cas9, inherited diseases, cellular 
model, pluripotent stem cells.

Введение

Изучение многих наследственных заболеваний 
человека затруднено не только по причине значи-
тельного разнообразия патологических изменений 
на уровне молекулы ДНК, но и в силу невозможно-
сти экспериментальных исследований с вовлечени-
ем человека. Многочисленные экспериментальные 
модели на животных не воспроизводят в должной 
мере все генетические и фенотипические особен-
ности, характерные для наследственных болезней 
человека. Поэтому в настоящее время активно раз-
вивается направление, связанное с созданием моде-
лей in vitro. Значительный прогресс данного направ-
ления связан с появлением системы редактирования 
генома CRISPR/Cas9. 

С помощью данной технологии мутации, являю-
щиеся причиной развития наследственных заболе-
ваний, могут быть внесены в геном плюрипотент-
ных стволовых клеток (ПСК) человека [1, 2]. ПСК 
практически неограниченное время сохраняют свои 
свойства в культуре и дают в результате диффе-
ренцировки необходимые клеточные производные. 
Дифференцированные производные ПСК человека, 

представляют собой универсальную модельную си-
стему для выявления и глубокого анализа механиз-
мов патогенеза заболеваний, а также для скринин-
га лекарственных препаратов и разработки тактики 
терапии наследственных болезней [3–5]. Важным 
преимуществом данного подхода является получе-
ние изогенных клеточных моделей. Благодаря это-
му, в результаты исследований не вносит вклад всё 
разнообразие генетического полиморфизма, суще-
ствующего в человеческой популяции.

С помощью системы CRISPR/Cas9 можно редак-
тировать геном плюрипотентных клеток пациента 
с наследственным заболеванием таким образом, 
чтобы исправить имеющуюся мутацию. Подобная 
коррекция мутаций, проводимая в экспериментах  
in vitro, служит основой для разработки новых спо-
собов терапии наследственных заболеваний.

Система CRISPR/Cas9

Система CRISPR/Cas является одним из меха-
низмов защиты бактерий и архей от внедрения 
чужеродного генетического материала, в первую 
очередь от бактериофагов [6]. Существует около 
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11 различных CRISPR/Cas систем, которые делят 
на три типа (I–III) [7]. CRISPR/Cas система II типа 
Streptococcus pyogenes является наиболее изучен-
ной и широко используемой в геномной инженерии в 
силу ряда причин, важнейшая из которых – неболь-
шое количество компонентов, необходимое для ее 
работы. Для внесения двухцепочечного разрыва в 
молекулу ДНК достаточно активности единственного 
белка Cas9 и присутствия комплекса из двух РНК – 
crRNA и tracrRNA [8].

Геномная инженерия с помощью  
CRISPR/Cas9

В 2012 г. группа исследователей под рукодством 
Э. Шарпентье и Д. Дудна показала возможность ис-
пользования естественной системы CRISPR/Cas9 
II типа Streptococcus pyogenes и ее модифициро-
ванных компонентов in vitro [8], а в 2013 г. группа 
ученых под руководством Ф. Занга адаптировала 
данную систему для редактирования геномов кле-
ток млекопитающих [9]. Вместо двух некодирующих 
РНК используется единственная sgRNA, в которой 
зрелая crRNA соединена с частью tracrRNA с помо-
щью синтетической структуры «петля–стебель» для 
имитации естественного дуплекса crRNA-tracrRNA. 
В структуру sgRNA входит спейсер длиной 20 ну-
клеотидов, полностью комплементарный последо-
вательности ДНК протоспейсера в геноме мишени. 
Нуклеаза Cas9 связывается с sgRNA и вносит двух-
цепочечный разрыв между 3 и 4 нуклеотидами от 
3-′конца протоспейсера, к которому примыкает по-
следовательность РАМ 5′-NGG-3′[10]. Векторы- 
основы для создания генетических конструкций, экс-
прессирующих компоненты системы CRISPR/Cas9, 
доступны на ресурсе Addgene. Таким образом, для 
внесения двухцепочечного разрыва в любой инте-
ресующий исследователя участок молекулы ДНК 
требуется лишь синтезировать и клонировать новый 
спейсер, что делает всю процедуру сборки макси-
мально быстрой, простой и эффективной.

Двунитевые разрывы, которые вносит система 
CRISPR/Cas9, репарируются в клетке по одному из 
двух возможных механизмов:

– негомологичное соединение концов, при кото-
ром возникают ошибки, что приводит в результате к 
появлению в целевом локусе небольших инсерций и 
(или) делеций;

– гомологичная рекомбинация, при которой не-
поврежденный гомолог служит матрицей для вос-
становления исходной структуры ДНК; это событие 
происходит в клетке довольно редко, но использо-
вание CRISPR/Cas9 позволяет повысить вероятность 
прохождения гомологичной рекомбинации на не-
сколько порядков [9]. Если добавить к компонентам 
CRISPR/Cas9 искусственно синтезированную моле-
кулу ДНК, имеющую гомологию с последовательно-
стью нуклеотидов в месте разрыва, то она может слу-
жить матрицей для другого способа репарации – HDR 
(homology-directed repair), при котором небольшой 
фрагмент искусственной матрицы встраивается в це-
левой локус. С помощью HDR в целевой локус можно 
поместить сайт рестрикции, маркерную метку или же 
нуклеотиды для исправления «неправильных» ДНК. 
Однако HDR активно происходит только в делящихся 
клетках, и ее эффективность очень сильно зависит 
от типа клетки, стадии жизнедеятельности, а также 
целевого локуса генома и самой матрицы [11].

PAM

PAM – трехбуквенный мотив, который находится 
непосредственно перед протоспейсером. Он являет-
ся специфичным для конкретного вида бактерии, в 
частности у Streptococcus pyogenes это трехбуквен-
ный мотив NGG, с гораздо меньшей эффективностью 
используется мотив NAG [12]. Взаимодействие дан-
ного участка с комплексом sgRNA-ДНК мишень-Cas9 
является необходимым событием для образования 
двунитевого разрыва [13].

Нецелевая активность

Нецелевая активность CRISPR/Cas9 обусловлена 
тем, что данная система способна вносить двуните-
вые разрывы в ДНК мишень, не полностью компле-
ментарную sgRNA. То есть при наличии 1–4 мисмат-
чей, особенно в 5’-области протоспейсера, данная 
нуклеотидная последовательность будет являться 
потенциальным нецелевым сайтом [14]. Однако 
первые 8–12 нуклеотидов 3’-конца, находящиеся 
сразу после РАМ, являются важным участком прото-
спейсера – «seed» последовательностью. Замены в 
данном районе делают ДНК мишень практически не-
доступной для системы CRISPR/Cas9 [9]. Для выбо-
ра мишеней для системы CRISPR/Cas9 разработаны 
ресурсы, которые позволяют подобрать оптималь-
ную последовательность sgRNA с минимальным не-
целевым эффектом [15]. Кроме того, существуют 
многочисленные ресурсы для поиска потенциальных 
нецелевых сайтов в геноме [11]. Пользуясь данны-
ми биоинформатическими приложениями, можно 
определить наиболее вероятные нецелевые сайты 
и проанализировать активность CRISPR/Cas9 в них 
с помощью высокопроизводительного секвенирова-
ния [16], либо другими доступными методами [17].  
Таким образом, специфичность работы CRISPR/Cas9 
определяется, в первую очередь, выбором опти-
мального целевого сайта, а уже затем другими фак-
торами, такими как особенности связывания ДНК 
мишени, эпигенетический статус мишени и др. [18].

Методы доставки

Методы доставки векторов, экспрессирующих 
компоненты системы CRISPR/Cas9, в культивируе-
мые клетки человека довольно разнообразны. Наибо-
лее распространенными и эффективными являются 
такие способы, как нуклеофекция [14], электропора-
ция [19], липофекция [9], доставка, опосредованная 
вирусами [20]. Однако, учитывая перспективы при-
менения данной системы для терапии наследствен-
ных заболеваний, необходимо разработать методы 
эффективной адресной доставки in vivo. Для этой 
цели больше подходят неинтегрирующиеся в геном 
вектора, в частности вектора, основанные на аде-
новирусах, аденоассоциированных вирусах и неко-
торых лентивирусах. В экспериментах на животных 
для доставки компонентов системы CRISPR/Cas9 в 
форме РНК либо ДНК используется микроинъекция 
в эмбрионы на ранних стадиях развития [21].

Оптимизация системы CRISPR/Cas9

Для повышения специфичности работы и сниже-
ния нецелевой активности CRISPR/Cas9 в настоящее 
время предложены следующие варианты оптимиза-
ции данной системы.
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1. Использование Cas9 никаз. Известно, что дву-
нитевой разрыв образуется за счет взаимодействия 
двух нуклеазных доменов Cas9 – RuvC и HNH, каж-
дый из которых вносит разрыв только в одну из цепей 
ДНК [22]. Некоторые мутации позволяют инактиви-
ровать каталитическую активность RuvC или HNH до-
мена, в таком варианте Cas9 может вносить только 
однонитевой разрыв [8]. Для образования двуните-
вого разрыва необходима пара CRISPR/Cas9 никаз. 
При этом вероятность нецелевых эффектов сни-
жается до минимально возможных значений [23].  
Подобная стратегия аналогична использованию ис-
кусственных нуклеаз ZFN (Zn-finger nuclease) и TALEN 
(Transcription activator-like effector nucleases), ко-
торые функционируют в качестве гетеродимеров, 
то есть вносят двунитевой разрыв в молекулу ДНК 
только в паре. Альтернативным вариантом является 
полная инактивация нуклеазной активности Cas9 – 
dCas9 («dead» Cas9). При этом двунитевой разрыв 
образуются в результате димеризации нуклеазных 
доменов FokI, объединенных с парой dCas9 [24]. 

2. Изменение длины sgRNA и регуляция экспрес-
сии Cas9. Показано, что использование укороченных 
на два-три нуклеотида с 5’-конца sgRNA позволят 
снизить нецелевую активность Cas9, но не оказы-
вает влияния на эффективность разрезания ДНК 
мишени [25]. Кроме того, на специфичность работы 
системы влияет и концентрация самого белка Cas9. 
Высокие концентрации повышают вероятность неце-
левых эффектов [26], низкие – уменьшают, однако 
при этом уменьшается эффективность разрезания 
ДНК мишени [27]. Продолжительность экспрессии 
Cas9, по всей вероятности, также является важным 
фактором возникновения нецелевой активности [28]. 

3. Использование искусственных систем редак-
тирования генома, основанных на естественных 
CRISPR/Cas системах других бактерий, отличающих-
ся последовательностью РАМ, длиной sgRNA и други-
ми характеристиками от CRISPR/Cas9 Streptococcus 
pyogenes [29, 30]. Относительно недавно была от-
крыта новая система CRISPR/Cpf1 [31]. Отличитель-
ной особенностью данной системы является то, что 
образовавшиеся в результате ее работы двунитевые 
разрывы имеют «липкие» концы. Благодаря этому 
облегчается задача редактирования генома с помо-
щью репарации по механизму негомологичного со-
единения концов, что особенно актуально для геном-
ной инженерии терминально дифференцированных 
видов клеток.

Преимущества перед другими системами 
редактирования генома

Система CRISPR/Cas9 имеет ряд преимуществ 
перед другими технологиями редактирования ге-
нома, такими как ZFN и TALEN. Важнейшим из них 
является то, что за узнавание целевой нуклеотид-
ной последовательности в ней отвечает небольшой 
участок молекулы РНК – sgRNA, комплементарный 
двадцати нуклеотидам ДНК мишени. В то время как 
искусственные нуклеазы ZFN и TALEN используют 
белковые домены, каждый из которых узнает со-
ответствующий нуклеотид [11]. Поэтому время и 
трудозатраты на создание системы CRISPR/Cas9, 
необходимой для решения конкретной исследо-
вательской задачи, значительно меньше, чем у ее 
конкурентов. Кроме того, эффективность редактиро-
вания генома с помощью CRISPR/Cas9, как правило,  

значительно выше, чем при использовании ZFN  
и TALEN. Во многом это обусловлено тем, что ZFN 
и TALEN функционируют в качестве гетеродимеров, 
то есть вносят двунитевой разрыв в молекулу ДНК 
только в паре, а CRISPR/Cas9 функционирует как 
нуклеаза, разрезая сразу обе цепи ДНК мишени.  
В ряде работ была показана высокая нецелевая 
активность системы CRISPR/Cas9 [27], однако по-
следние модификации данной технологии позволяют 
свести нецелевые эффекты к минимуму при исполь-
зовании как in vitro [18, 32], так и in vivo [33, 34].

Использование системы CRISPR/Cas9  
для создания клеточных моделей 
наследственных заболеваний человека

С помощью CRISPR/Cas9 можно получить клеточ-
ные модельные системы различных наследственных 
заболеваний человека. Данный подход особенно ак-
туален для заболеваний, которые редко встречаются 
в человеческой популяции [2]. Получение пациент-
специфичных моделей в данном случае затруднено. 
Дальнейшее развитие технологии CRISPR/Cas9 де-
лает ее использование все более предпочтительным 
для создания клеточных моделей распространенных 
наследственных болезней [1]. 

Использование системы CRISPR/Cas9  
для создания клеточной модели поликистозной 
болезни почек

Поликистозная болезнь почек является одним из 
наиболее распространенных наследственных заболе-
ваний человека. Генетической причиной аутосомно-
рецессивной формы данного заболевания являются 
мутации в гене PKHD1, аутосомно-доминантной –  
мутации в генах PKD1 и PKD2. Б.С. Фридман с со-
авт. (2015) нокаутировали гены PKD1 и PKD2 в 
ПСК человека с помощью системы CRISPR/Cas9 
[1]. Фенотипические изменения в клетках с мута-
циями были показаны с использованием технологии 
3D-культивирования. Эпителиальные структуры поч-
ки, получаемые при 3D культивировании показаны на 
рис. 1. Образование просвета «мини-органоида» (А) 
происходит в несколько этапов. Сначала необходи-
мость поляризованных плотных контактов между ПСК 
на стадии ВКМ приводит к случайному образованию 
агрегатов. Затем на стадии эпибласта ПСК, поляри-
зованные непрерывными плотными контактами, ор-
ганизуются в одноклеточный эпителий. Накопление 
подокаликсина на апикальной мембране приводит к 
накоплению отрицательного заряда, который запу-
скает перераспределение клеток с образованием вну-
треннего просвета. Плотные контакты обеспечивают 
прохождение небольших молекул, но не пропускают 
макромолекулы (показаны красным), которые нака-
пливаются в межклеточном пространстве. Прокси-
мальный каналец «мини-органоида» почки (Б) обра-
зован простым цилиндрическим эпителием, который 
связывает лектин Lotus tetragonolobus (показан зе-
леным) – белок, являющийся характерным маркером 
проксимальных канальцев почки, на своей апикальной 
поверхности. Окружающие подоцитоподобные клетки 
экспрессируют высокий уровень подокаликсина и 
формируют менее организованную структуру на кон-
це канальца. Эндотелиальные клетки тесно взаимо-
действуют как с проксимальным канальцем, так и со 
структурами, образованными подоцитами.
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Рис. 1. Модели эпителиальных структур почки, 
получаемых из ПСК человека  
при 3D культивировании: 
А – модель образования просвета  
«мини-органоида» из ПСК; 
Б – строение проксимального канальца  
«мини-органоида» почки. 
ИПСК – индуцированные плюрипотентные 
стволовые клетки; 
ПСК – плюрипотентные стволовые клетки; 
ВКМ – внутренняя клеточная масса. 
По [1] с изм.

А

Б

С помощью данной технологии сфероиды из ин-
дуцированных плюрипотентных стволовых клеток 
(ИПСК) направленно дифференцировали в «ми-
ни-органоиды» почки, причем дифференцировку 
ИПСК с нокаутированными генами проводили одно-
временно «side-by-side» с изогенным контролем.  
В результате было показано, что в культурах с но-
каутом PKD1 и PKD2, наряду с трубчатыми орга-
ноидами, формируются крупные, полупрозрачные, 
кистоподобные структуры. Последние были прикре-
плены к подлежащему матриксу, но свободно пере-
мещались в ответ на вибрацию. С помощью конфо-
кальной микроскопии было показано, что эпителий, 
выстилающий кисту, окружает внутренние отсеки, 
лишенные клеток. Таким образом, с помощью систе-
мы CRISPR/Cas9 была получена клеточная модель 
поликистозной болезни почек. Кроме того, в данной 
работе авторы нокаутировали ген PODXL, который 
активно экспрессируется и в эпибласте, и в подо-
цитах. В результате было показано, что экспрессия 
PODXL не является обязательной для поддержания 
плюрипотентного состояния клеток, но необходима 
для формирования внутренних полостей сфероида 
из эпибласта, а также для формирования правиль-
ных контактов между подоцитоподобными клетками. 
Описанные методы могут использоваться для по-
лучения клеточных структур разнообразных тканей 
с различным генетическим фоном и исследования 
молекулярных изменений, происходящих при разви-
тии патологии. В долгосрочной перспективе, данная 

система может послужить основой для воссоздания 
целого органа. 

Использование системы CRISPR/Cas9  
для создания клеточной модели расстройств 
аутистического спектра

К генетическим факторам риска развития рас-
стройств аутистического спектра (РАС) относятся 
мутации в более чем тысяче генов [35]. Одним из 
генов-кандидатов является ген CHD8, который коди-
рует АТФ-зависимый фактор ремоделинга хромати-
на. Ранее было показано, что нокдаун CHD8 приво-
дит к изменению транскрипции генов, являющихся 
факторами риска для РАС, к потенциальным нару-
шениям генных сетей, участвующих в развитии нерв-
ной системы [36, 37]. Основываясь на этих данных,  
П. Вонг с соавт. (2015) использовали систему 
CRISPR/Cas9 для нокаута одной из двух копий гена 
CHD8 в ИПСК, полученных от здорового донора [2]. 
Такая гетерозигота лучше воспроизводит ситуацию, 
наблюдаемую у пациентов с РАС, а также позволяет 
изучать долгосрочные эффекты нокаута CHD8 при 
нейральной дифференцировке in vitro. В результате 
исследования транскрипционных профилей нейраль-
ных производных ИПСК с редактированным геномом 
было показано нарушение экспрессии многих генов. 
В том числе генов, ответственных за формирование 
внеклеточного матрикса, нейральную дифферен-
цировку и развитие мышечной системы. Показано  

дистальная часть 
нефрона
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изменение транскрипции таких генов, как HMGA2 и 
FAT3, связанных с определением размера головы и 
объема головного мозга. Таким образом, была уста-
новлена возможная взаимосвязь между мутациями 
в гене CHD8 и развитием макроцефалии. Также было 
показано, что CHD8 участвует в регуляции экспрес-
сии не только генов, ассоциированных с развитием 
РАС, но и генов, ассоциированных с шизофренией 
и другими нейропсихическими расстройствами. Это 
такие гены, как TCF4, NRXN1, EHMT1, SATB2. Таким 
образом, данные, полученные в этой работе, вместе 
с данными аналогичных исследований нейральных 
производных ИПСК, полученных от разных пациен-
тов с мутациями CHD8, позволяют расширить наши 
представления о причинах и молекулярных механиз-
мах развития РАС и других нейропсихических забо-
леваний. 

Использование системы CRISPR/Cas9  
для коррекции мутаций, являющихся  
причинами развития наследственных 
заболеваний

В зависимости от типа и локализации мутации  
в геноме, возможны различные варианты коррекции 
(табл.).

1. Метод «knockin». Наиболее перспективным 
способом является интеграция полноценной копии 
поврежденного участка гена в «safe harbor» локу-
сы, например, локус AAVS1. При этом транскрипция 
встройки не нарушает нормальный гомеостаз. По-
добная коррекция ранее была показана с использова-
нием технологии ZFN [38, 39]. В некоторых случаях, 
напротив, необходимо достичь транскрипционного 
«молчания» гена. Так, для инактивации одной из ко-
пий 21 хромосомы при синдроме Дауна возможна 
интеграции гена XIST в локус DYRC1A [12].

2. Создание хромосомных перестроек, таких как 
крупные делеции, дупликации, инверсии при внесе-
нии одновременно нескольких двунитевых разрывов 
ДНК [40, 41]. 

3. Восстановление рамки считывания при вне-
сении небольших инсерций или делеций, которые 

образуются после репарации двунитевых разрывов 
по механизму негомологичного соединения концов, 
либо с помощью репарации, опосредованной микро-
гомологией [18]. При этом в некоторых случаях дан-
ный метод срабатывает за счет пропуска транскрип-
ции поврежденного экзона.

4. Использование донорных конструкций, содер-
жащих селекционную кассету, с последующим вы-
резанием трансгенов с помощью piggy-Bac транспо-
зазы [42].

5. Использование олигонуклеотидов в качестве 
донорных молекул для гомологичной рекомбинации. 
Низкая частота гомологичной рекомбинации при 
данном способе коррекции может быть повышена  
с помощью модификаций концов олигонуклеотидов, 
добавления ингибиторов репарации двунитевых раз-
рывов по механизму негомологичного соединения 
концов, использования Cas9 никаз [11].

Использование системы CRISPR/Cas9  
для коррекции мутации, вызывающей синдром  
ломкой Х-хромосомы

Синдром ломкой Х-хромосомы является одной из 
наиболее частых причин наследственной умствен-
ной отсталости и расстройств аутистического спек-
тра, встречается среди людей с частотой 1:3600,  
и обусловлен подавлением транскрипции гена FMR1, 
расположенном на Х-хромосоме [43, 44]. Транскрип-
ционное «молчание» гена FMR1 вызвано экспансией 
тринуклеотидных повторов CGG, локализованных в 
5’-нетранслируемой области (НТО) этого гена, и ги-
перметилированием этого локуса [45, 46]. В норме 
количество повторов CGG не превышает 54–60, ког-
да же оно повышается до 60–200 – это состояние 
предмутации. Наличие более 200 копий повторов –  
полная мутация [47]. Подавление транскрипции 
FMR1, вызванное гиперметилированием промотора, 
также было обнаружено в эмбриональных стволовых 
клетках (ЭСК) [48], ИПСК [45] и дифференцирован-
ных производных этих клеток – нейронах, полученных 
от больных синдромом ломкой Х-хромосомы. Кро-
ме того, было показано, что деметилирующий агент 

Таблица. Использование системы CRISPR/Cas9 для коррекции мутаций, вызывающих различные 
наследственные заболевания

Заболевание Ген Способ коррекции Ссылка

Синдром ломкой Х-хромосомы FMR1 Внесение делеций [50]

Муковисцидоз CFTR Гомологичная рекомбинация [42, 54]

Комбинированный иммунодефицит JAK3 Гомологичная рекомбинация [32]

Миодистрофия Дюшенна DMD Внесение делеций, гомологичная 
рекомбинация

[18, 40]

Поясноконечностная мышечная дистрофия 
(дисферлинопатия, саркогликанопатия)

DYSF, SGCA Гомологичная рекомбинация [74]

Анемия Фанкони FANCC Гомологичная рекомбинация [75]

Гемофилия А F8 Обратная инверсия [41]

Гемоглобинопатии HBB Гомологичная рекомбинация [60, 64-67]

Хронический гранулематоз CYBB Гомологичная рекомбинация [76]

Наследственные формы глухоты MYO15A Гомологичная рекомбинация [17]

Х-сцепленная пигментная дистрофия сетчатки RPGR Гомологичная рекомбинация [77]
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5-азоцитидин способен индуцировать реактивацию 
экспрессии FMR1 за счет частичного деметилирова-
ния промотора данного гена [49]. 

Активация транскрипции FMR1 при удалении ча-
сти повторов CGG с помощью системы CRISPR/Cas9 
была показана в работе С. Пак с соавт. (2015) [50] 
(рис. 2). В качестве мишени для системы CRISPR/
Cas9 был выбран участок гена FMR1, находящийся 
непосредственно перед областью тринуклеотидных 
повторов CGG, то есть 5’-фланкирующий район. В 
результате были отобраны клоны ЭСК и ИПСК здо-
рового контроля (исходное количество триплетов 
CGG 8-9), у которых был делетирован район трину-
клеотидных повторов (делеция размером 90 пн), и 
клоны ЭСК и ИПСК (исходное количество триплетов 
CGG 450 и 200, соответственно), у которых также 
образовалась делеция данного района. В отредакти-
рованных клонах ИПСК и нейральных производных 
этих клеток наблюдалось деметилирование CpG 
островков проморной области гена, а также преоб-
разование закрытой структуры хроматина в откры-
тую. Активация экспрессии гена FMR1 показана как 
на уровне РНК, так и на уровне белка. Таким обра-
зом, при удалении тринуклеотидных повторов CGG в 
5’-НТО гена FMR1 с помощью системы CRISPR/Cas9 
область промотора подвергается деметилированию, 
приобретает метки активного хроматина, тем самым 
обеспечивая активацию транскрипции FMR1.

Поскольку синдром ломкой Х-хромосомы явля-
ется далеко не единственным заболеванием, вы-
званным экспансией тринуклеотидных повторов, при 
котором наблюдается снижение экспрессии повреж-
денного гена, то велика вероятность обнаружения 

Рис. 2. Схема эксперимента по коррекции мутации 
в гене FMR1, вызывающей синдром ломкой 
Х-хромосомы, с помощью системы CRISPR/Cas9. 
По [50] с изм. 

аналогичного эффекта при редактировании геномов 
больных такими болезнями, как, например, атаксия 
Фридрейха.

Использование системы CRISPR/Cas9  
для коррекции мутаций, вызывающих 
муковисцидоз

Одним из наиболее распространенных наслед-
ственных заболеваний человека является муко-
висцидоз или кистозный фиброз легких. Генетиче-
ской причиной муковисцидоза являются различные 
мутации в гене CFTR, продукт которого является 
трансмембранным белком, располагающимся на 
поверхности большинства эпителиальных клеток и 
функционирующим как цАМФ-зависимый хлорный 
канал [51–53]. От пациентов, имеющих одну из 
самых распространенных мутаций – гомозиготную 
делецию F5008 в гене CFTR, были получены ИПСК 
[42]. С помощью системы CRISPR/Cas9 и донорной 
плазмиды, имеющей нормальную последователь-
ность гена CFTR и селективный маркер, данная му-
тация была исправлена, а из ИПСК с исправленным 
генотипом были получены зрелые эпителиальные 
клетки дыхательных путей, демонстрирующие нор-
мальную экспрессию и функционирование CFTR. 
Селекционная кассета при встройке в геном обеспе-
чивала устойчивость к пуромицину, что позволило 
эффективно отбирать клоны, в которых произошла 
рекомбинация, а наличие сайтов распознавания 
для piggyBac-транспозазы способствовало полному 
вырезанию кассеты при запуске экспрессии данно-
го фермента. Дополнительный раунд клональной  
селекции с использованием ганцикловира, к кото-
рому были восприимчивы клоны, экспрессирующие 
тимидинкиназу (ТК), обеспечил избавление от кле-
ток, в которых не произошла транспозиция. Полное 
вырезание кассеты GFP-Puro-TK и отсутствие слу-
чайной интеграции в геном было показано с помо-
щью высокопроизводительного секвенирования. Та-
ким образом, использование данной селекционной  
системы в сочетании с CRISPR/Cas9 может стать ос-
новой для разработки генотерапевтических подходов 
для лечения муковисцидоза. 

Интересный подход был использован для кор-
рекции мутаций в локусе CFTR с помощью систе-
мы CRISPR/Cas9 в культивируемых интестинальных 
стволовых клетках (стволовые клетки кишечного 
эпителия), полученных от больных муковисцидозом 
[54]. При этом была разработана технология полу-
чения из этих клеток «органоидов в миниатюре». 
Они представляют собой функциональные многокле-
точные образования, содержащие Lgr5+ стволовые 
клетки, клетки Пеннета, бокаловидные и энтеро
эндокринные клетки, расположенные в своих нишах 
так же, как они располагаются в структурах тонкой 
кишки. Аналогичная технология с некоторыми вари-
ациями была применена с целью получения «орга-
ноидов в миниатюре», воспроизводящих структуры 
толстой кишки, желудка, печени и поджелудочной 
железы [55–57]. Непременным условием роста в 
культуре Lgr5+ стволовых клеток является постоян-
ная стимуляция Wnt-пути добавлением R-спондина 
– лиганда Lgr5. С помощью системы CRISPR/Cas9 
был произведен нокаут негативных регуляторов 
Wnt-пути – APC, RNF3 и Znrf3. В результате были 
получены клетки, способные к самообновлению и 
пролиферации в отсутствии R-спондина. В Lgr5+ 
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стволовых клетках, полученных от больных муко-
висцидозом, имеющих делецию F5008 в гене CFTR,  
с помощью системы CRISPR/Cas9 и донорной плаз-
миды, имеющей нормальную последовательность 
гена CFTR, данная мутация была исправлена. При 
этом селекционная кассета, обеспечивающая устой-
чивость к пуромицину, интегрировалась в область 
интрона. Таким образом, была показана возмож-
ность получения функциональных многоклеточных 
органоидов тонкого кишечника с исправленным ге-
номом, аутогенных по отношению к донору, которые 
могут быть введены обратно в организм больного. 
Такой подход открывает большие перспективы для 
клеточной терапии не только муковисцидоза, но и 
других наследственных заболеваний.

Использование системы CRISPR/Cas9  
для коррекции мутации, вызывающей 
комбинированный иммунодефицит

Одной из генетических причин развития тяже-
лого комбинированного иммунодефицита являются 
мутации в гене JAK3, который кодирует киназу се-
мейства Janus. При этом в циркуляции отсутствуют 
Т-лимфоциты и натуральные киллеры (НК), а по-
пуляция В лимфоцитов представлена полностью. 
С использованием пациент-специфичных JAK3-
дефицитных индуцированных плюрипотентных ство-
ловых клеток, было показана ранняя блокировка раз-
вития Т-лимфоцитов при дифференцировке in vitro 
[32]. С помощью системы CRISPR/Cas9 и донорной 
конструкции мутация С>Т в 14 экзоне гена JAK3 
была исправлена, а из клеток с исправленным гено-
типом были получены прогениторы Т-лимфоцитов. 
Восстановление IL-7/JAK3 сигнального пути обеспе-
чило формирование из данных прогениторных кле-
ток естественных киллеров и дифференцированных 
Т-лимфоцитов. Полногеномное секвенирование кло-
нов ИПСК с исправленным генотипом не выявило ни-
каких нецелевых эффектов в более чем 1450 сайтах 
потенциальной нецелевой активности CRISPR/Cas9. 
Таким образом, в данной работе описан перспектив-
ный метод коррекции наследственных иммунодефи-
цитных состояний у человека (рис. 3). 

Использование системы CRISPR/Cas9  
для коррекции миодистрофии Дюшенна

Миодистрофия Дюшенна – тяжелое Х-сцепленное 
наследственное заболевание, вызванное в т. ч. му-
тациями по типу сдвига рамки считывания в гене 
одного из важнейших белков скелетной мышечной 
ткани – дистрофина. К наиболее распространенным 
мутациям относятся внутренние делеции в 44-55 эк-
зонах данного гена. Система редактирования генома 
CRISPR/Cas9 – перспективный метод генетической 
коррекции мутаций в гене дистрофина, который уже 
с успехом применяется в экспериментах in vitro [18, 
40]. Так, в работе D.G. Ousterout с соавт. (2015) 
впервые была показана возможность коррекции гена 
дистрофина путем удаления 51 экзона, а также всех 
десяти экзонов (45-55) с помощью двух систем 
CRISPR/Cas9 в миобластах пациентов, страдающих 
этим видом миодистрофии [40]. Общий размер 
большой делеции составил около 336 т.п.н. При этом 
экспрессия функционального белка в полученных 
миобластах была подтверждена в экспериментах in 
vivo. Миобласты с исправленным генотипом транс-
плантировали в мышечную ткань иммунодефицит-
ных мышей, и через 4 нед. на криосрезах наблюдали 
экспрессию спектрина и дистрофина человека. Для 
некоторых из используемых в данном эксперименте 
генетических конструкций была показана нецелевая 
активность. Поэтому следующей задачей, которую 
необходимо решить исследователям для дальней-
шего совершенствования данного генотерапевтиче-
ского подхода, является повышение специфичности 
связывания используемых систем CRISPR/Cas9  
с конкретным локусом гена дистрофина.

В работе Х. Ли с соавт. (2015) использовалось 
три различных стратегии для коррекции гена дис-
трофина в ИПСК пациентов с миодистрофией Дю-
шенна с помощью TALEN и CRISPR/Cas9 [18]. Пер-
вая – внесение двунитевых разрывов ДНК в область 
расположения 3’-сайта сплайсинга в 44 интроне, что 
обеспечивает вырезание дефектного 45 экзона из 
пре-мРНК. Вторая – внесение двунитевых разрывов 
ДНК в область экзона для восстановления рамки 
считывания. Третья – встройка полноценной копии 

Риc. 3. Использование системы CRISPR/Cas9 для изучения и коррекции комбинированного иммунодефицита:  
ГСК – гемопоэтические стволовые клетки; ИПСК – индуцированные плюрипотентные стволовые клетки;  
НК – натуральные киллеры; OSKM – OCT3/4, SOX2, KLF4, MYC. По [32] с изм.

аутогенная 
трансплантация

in vitro
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44 экзона. Если первые две стратегии основаны 
на внесении небольших инсерций и делеций, явля-
ющихся результатом негомологичного соединении 
концов разорванных нитей ДНК, то последняя стра-
тегия основана на гомологичной рекомбинации. Все 
три метода обеспечили восстановление экспрессии 
функционального дистрофина в мышечных произво-
дных ИПСК. Однако только третий вариант обеспечил 
синтез полноразмерного белка. Во многом благода-
ря тщательному подбору уникальных мишеней для 
действия TALEN и CRISPR/Cas9, не было обнаружено 
никакой нецелевой активности в геноме полученных 
клонов ИПСК. Таким образом, данный подход может 
стать основой для разработки методов генотерапии 
данного заболевания ex vivo. 

Использование системы CRISPR/Cas9  
для коррекции гемофилии А

Гемофилия А представляет собой заболевание, 
обусловленное мутациями в гене F8, который коди-
рует восьмой фактор свертывания крови. Причем 
около 50% всех случаев данного заболевания вы-
званы двумя большими инверсиями, в которые во-
влечены первый интрон и его гомолог, а также двад-
цать второй интрон и его гомолог в гене F8. Размер 
инверсий составляет порядка 140 т.п.н. и 600 т.п.н. 
соответственно. Данные хромосомные перестройки 
возникают в результате ошибочной репарации дву-
нитевых разрывов ДНК посредством неаллельной 
гомологичной рекомбинации. С помощью системы 
CRISPR/Cas9 в пациент-специфических индуциро-
ванных плюрипотентных стволовых клетках была 
произведена обратная инверсия [41]. Схема данного 
эксперимента представлена на рис. 4. При этом ре-
зультаты полногеномного секвенирования и таргет-

ного высокопроизводительного секвенирования не 
выявили какой-либо нецелевой активности у исполь-
зованных конструкций. ИПСК с исправленным гено-
типом были дифференцированы в эндотелиальные 
клетки, которые экспрессировали функциональный 
ген F8. Кроме того, данные клетки были способны к 
частичному восполнению дефицита восьмого факто-
ра свертывания крови в мышиной модели гемофилии. 
Три из девяти мышей, которым были трансплантиро-
ваны клетки человека с исправленным генотипом, 
оставались живы еще двое суток после купирования 
хвоста. Оставшиеся животные показали увеличение 
времени жизни с 65 до 111 мин. Таким образом, дан-
ный подход открывает широкие перспективы для по-
тенциального терапевтического применения, и может 
быть использован также для коррекции хромосомных 
перестроек, возникающих при разнообразных злока-
чественных новообразованиях. 

Использование системы CRISPR/Cas9  
для коррекции гемоглобинопатий

Гемоглобинопатии – это наследственные забо-
левания крови, вызванные мутациями в генах одной 
из цепей гемоглобина. Выделяют качественные ге-
моглобинопатии (изменения аминокислотной по-
следовательности цепей глобина) и количественные 
гемоглобинопатии или талассемии (снижение об-
разования цепей глобина без изменения их струк-
туры). При этом наиболее распространенным забо-
леванием, относящимся к первой группе, является 
серповидно-клеточная анемия, при которой у па-
циента имеется миссенс-мутация в гене, кодирую-
щем β-цепь гемоглобина. Для коррекции данной му-
тации в гене HBB ранее были использованы ZFN и 
TALEN [46, 58, 59]. При этом донорная конструкция  

Рис. 4. Схема эксперимента  
по исправлению мутации в гене F8. 
По [41] с изм.
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включала селекционную кассету, для отбора клонов, 
в которых произошли редкие события гомологич-
ной рекомбинации. Однако использованный подход 
показал довольно низкий выход целевых событий 
даже после селекции антибиотиком, а самое глав-
ное в дифференцированных гематопоэтических про-
изводных ИПСК не было обнаружено экспрессии 
нормального β-глобина [46, 58]. Поэтому К. Хуанг 
с соавт. (2015) произвели коррекцию мутации, вы-
зывающей серповидно-клеточную анемию, в ИПСК 
с помощью системы CRISPR/Cas9 [60]. Около 40% 
полученных после селекции ИПСК имели исправ-
ленный генотип, при этом селекционная кассета 
удалялась с помощью Cre/loxP системы. Зрелые 
безъядерные эритроциты, полученные из ИПСК с 
исправленным геномом, экспрессировали до 85% 
полноценного β-глобина, однако уровень нормальной 
формы гемоглобина по-прежнему оставался доволь-
но низким по сравнению с фетальньной формой ге-
моглобина (примерно в 10 раз ниже). 

Одним из наиболее распространенных заболе-
ваний, относящихся ко второй группе, является 
β-талассемия, при которой часто встречаются точ-
ковые мутации и небольшие делеции в гене HBB. 
Наследственная природа данного заболевания де-
лает практически невозможным какое-либо медика-
ментозное лечение, поэтому более перспективным 
является разработка генотерапевтических методов. 
Один из возможных методов – лентивирусная до-
ставка нормальной копии гена HBB – был исполь-
зован для лечения пациента с HBE1-β-талассемией, 
после чего у данного пациента отмечались поло-
жительные изменения, а главное, пропала необ-
ходимость в постоянном переливании крови [61]. 
Однако случайная интеграция лентивирусов в геном 
представляет потенциальную опасность для пациен-
тов, получивших подобную терапию, как было пока-
зано в ряде случаев [62, 63]. Коррекция мутаций 
с помощью системы CRISPR/Cas9 в ИПСК больных 
β-талассемией с последующей трансплантацией ау-
тогенных гемопоэтических стволовых клеток (ГСК) 
с исправленным генотипом является гораздо более 
предпочтительным методом. Многочисленные ра-
боты по исправлению мутаций в гене HBB в ИПСК 
пациентов с β-талассемией дают весьма обнаде-
живающие результаты [64–67]. При этом наряду  
с использованием донорных конструкций без селек-
ционных маркеров [66], применяются селекцион-
ные кассеты, фланкированные loxP-сайтами [65], а 
также сайтами для piggyBac-транспозазы [64, 67]. 
Последний способ является наиболее предпочти-
тельным, поскольку обеспечивает не только эффек-

тивный отбор клонов ИПСК, в которых произошла 
встройка донорной конструкции, но и полное удале-
ние селекционной кассеты. Вырезание «без следов» 
является безусловным преимуществом piggyBac 
системы над Cre/loxP системой, при использовании 
которой в геноме остаются единичные loxP-сайты. 
Особое внимание в данных работах уделено оценке 
нецелевой активности системы CRISPR/Cas9, по-
скольку расположенные на той же хромосоме гены 
HBE, HBG2, HBG1, HBD имеют гомологичные участ-
ки с геном HBB. Дальнейшие усилия исследовате-
лей должны быть направлены на получение функ-
циональных гемопоэтических предшественников из 
ИПСК с исправленным геном HBB для проведения 
доклинических испытаний.

Заключение

На сегодняшний день технология CRISPR/Cas9 ак-
тивно используется не только для эксперименталь-
ного нокаута отдельных генов, внесения точечных 
или более крупных мутаций [68], создания хромо-
сомных перестроек [41], но и для активации транс-
крипции [69], а также генного нокаута в масштабах 
целого генома [70]. Благодаря высокой эффектив-
ности и специфичности работы, данная система об-
ладает значительным потенциалом как в области 
изучения роли определенных генов и генных сетей 
в развитии наследственных заболеваний, так и их 
участия в патогенезе болезней с наследственной 
предрасположенностью и генетических болезней со-
матических клеток. Использование CRISPR/Cas9 in 
vitro для коррекции мутаций, являющихся причиной 
развития различных моногенных заболеваний, за-
кладывает основы для разработки подходов генной 
терапии наследственных болезней как ex vivo, так 
и in vivo [68]. В настоящее время система CRISPR/
Cas9 также широко применяется для разработки ме-
тодов лечения латентных вирусных инфекций, таких 
как ВИЧ-1 [71], гепатит В [72] и С [73]. Для того, 
чтобы в будущем данный метод мог стать базовым 
генотерапевтическим подходом, необходимо даль-
нейшее усовершенствование способов доставки 
генетических конструкций, экспрессирующих ком-
поненты системы CRISPR/Cas9, увеличение уровня 
событий рекомбинации в пределах целевого гена, 
сведение нецелевой активности к минимуму.
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