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Human induced pluripotent stem (hiPS) cells are a 
powerful tool for biomedical research. The ability 
to create patient-specific pluripotent cells and their 
subsequent differentiation into any somatic cell type 
makes hiPS cells a valuable object for creating in vitro 
models of human diseases, screening drugs and a fu-
ture source of cells for regenerative medicine. To reali-
ze entirely a potential of hiPScells, effective and precise 
methods for their genome editing are needed. The 
CRISPR/Cas9 system is the most widely used method 
for introducing site-specific double-stranded breaks 
into DNA. It allows genes of interest to be knocked 
out with high efficiency. However, knock- in into the 
target site of the genome is a much more difficult task. 
Moreover, many researchers have noted a low efficien-
cy of introducing target constructs into the hiPS cells’ 
genome. In this review, I attempt to describe the cur-
rently known information regarding the matter of 
increasing efficiency of targeted in sertions into hiPS 
cells’ genome. Here I will describe the most  effective  
strategies for designing the donor template for ho-
mo logy-directed repair, methods to manipulate the 
double-strand break repair pathways introduced by 
a nuclease, including control of CRISPR/ Cas9  delivery 
time. A low survival rate of hiPS cells following genome 
editing experiments is another difficulty on the way 
towards successful knock-in, and here several highly 
effective approaches addressing it are proposed. Final-
ly, I describe the most promising strategies, one-step 
reprogramming and genome editing, which allows 
gene-modified integration-free hiPS cells to be effi-
ciently generated directly from somatic cells.
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Индуцированные плюрипотентные стволовые клетки человека 
(чИПСК) – мощный инструмент для биомедицинских исследова-
ний. Возможность создания пациент-специфичных плюрипотент-
ных клеток и последующая их дифференцировка в любой тип со-
матических клеток делают чИПСК замечательным объектом для 
создания in vitro моделей заболеваний, скрининга лекарственных 
препаратов и будущим источником клеточного материала для ре-
генеративной медицины. Для того чтобы потенциал технологии 
чИПСК можно было реализовать в полном объеме, необходимы 
эффективные и точные методы редактирования генома этих кле-
ток. В настоящее время система CRISPR/Cas9 – наиболее широко 
используемый подход для введения в ДНК сайт-специфичных дву-
цепочечных разрывов. С ее помощью с высокой эффективностью 
удается реализовать knock-out интересующих исследователя  генов. 
Однако введение в целевое место генома заданной последова-
тельности (knock-in) является существенно более сложной задачей. 
В зависимости от выбранного для проведения встройки локуса эф-
фективность knock-in в геном чИПСК может составлять от 1 × 10–5 
до 1 × 10–6, что на порядок ниже, чем показано для эмбриональных 
стволовых клеток мышей или перевивных линий клеток. В этом 
обзоре я делаю попытку объединить и структурировать всю из-
вестную информацию, касающуюся увеличения эффективности 
получения целевых встроек в геном чИПСК. В статье перечислены 
наиболее эффективные стратегии разработки донора для гомоло-
гичной рекомбинации, способы управления путями восстанов ле-
ния двуцепочечных разрывов, внесенных нуклеазой, в том числе 
за счет управления временем работы системы CRISPR/Cas9 в клет-  
ке. Низкая выживаемость чИПСК в результате проведения экспе-
риментов по редактированию генома – еще одно затруднение на 
пути к успешному получению knock-in, для устранения которого 
предложено несколько высокоэффективных подходов. Наконец, я 
описываю, на мой взгляд, наиболее многообещающую стратегию 
получения линий чИПСК с целевой встройкой, которой является 
одновременное проведение редактирования и репрограммиро-
вания генома.

Ключевые слова: индуцированные плюрипотентные стволовые 
клетки человека; система CRISPR/Cas9; редактирование генома; 
эффективность knock-in.
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Небывалый импульс к развитию биомедицинским ис-
следованиям придало появление двух технологий, 
а именно: получение индуцированных плюрипо-

тентных клеток человека (чИПСК) и направленное редак
тирование генома при помощи CRISPR/Cas9системы. 
Получение и направленная дифференцировка пациент
специфичных ИПСК открывают широкие перспективы 
для создания in vitro моделей заболеваний, скрининга 
лекарственных препаратов и делают возможным получе
ние материала для регенеративной медицины. Для того 
чтобы использовать потенциал чИПСК во всем объеме, не-
обходимы точные и эффективные методы редактирования 
генома. CRISPR/Cas9система способна направленно мо-
дифицировать геномы любых организмов, и в частности 
человека, что значительно расширяет экспериментальные 
возможности геномных исследований. Комбинируя эти 
две технологии, исследователи получают возможность, 
вопервых, корректировать вызывающие патологию му-
тации в пациентспецифичных плюрипотентных клетках, 
вовторых, вносить в геном «нормальных» чИПСК мута-
ции, связанные с развитием заболевания, т. е. получить 
таким образом готовую для исследования in vitro мо дель 
заболевания. Втретьих, можно более точно устанав ли
вать значимость конкретных мутаций для развития фе-
нотипа, создавая изогенные клоны клеток, что позволит 
избежать эффектов генетического фона, которые, как пра
вило, сложно учитывать. 

Система CRISPR/Cas9 – наиболее широко используе-
мый метод введения в ДНК сайтспецифичных двуцепо-
чечных разрывов (DSB). Свою популярность он заслужил 
благодаря высокой специфичности и эффективности, со-
пряженным с простотой исполнения и надежностью (Hsu 
et al., 2014). Нуклеаза SpCas9 (далее Cas9), полученная из 
бактерий вида Streptococcus pyogenes, в настоящее время 
применяется в генной инженерии чаще всего. Мне не 
хотелось бы углубляться в детали молекулярного меха-
низма работы CRISPR/SpCas9 системы, которые можно 
найти, например, в работе А.В. Смирнова с коллегами 
(2016) и недавно вышедшей книге «Редактирование генов 
и геномов» (2018), однако дать общее представление не-
обходимо. В системе CRISPR/SpCas9 химерная молекула 
sgRNA (single guide RNA) опознает любые интересую-
щие исследователя 20 п. о. в геноме, с 3ʹконца которых 
находится 5ʹNGG3ʹ (Protospacer adjacent motif, PAM). 
Молекула SgRNA «путешествует» по геному в поисках 
гомологичной последовательности не одна, а в комплексе 
с SpCas9 нуклеазой, которая вносит DSB с тупыми кон-
цами на расстоянии трех нуклеотидов от PAM (рис. 1).

На этом работа CRISPR/Cas9системы заканчивается, и 
на сцену выступает внутренняя машинерия клетки, кото-
рая стремится репарировать получившиеся DSB. Клетка 
добивается этого, используя механизмы негомологичного 
соединения концов (nonhomologous end joining, NHEJ) 
или репарации по типу гомологичной рекомбинации 
(homologydirected repair, HDR) (Heyer et al., 2010). NHEJ – 
это неспецифическая реакция лигирования, точность ко
торой сильно зависит от структуры концов разрыва, а 
результатом могут быть различные инсерции или делеции 
(инделы) в целевой участок генома. При использовании 
именно NHEJ получают knockout интересующих генов. 

Для встраивания в геном нужной последовательности 
(получения knockin) необходимо, чтобы в клетке работал 
HDR и была матрица с участками гомологии по обеим 
сторонам от DSB. 

Введение генетической конструкции в заданное место 
в геноме чИПСК является важной, но на данный момент 
сложной и трудозатратной задачей, требующей скрининга 
большого числа клонов. В зависимости от выбранного 
для проведения встройки локуса эффективность knockin 
в геном чИПСК может составлять от 1 × 10–5 до 1 × 10–6 
(Merkle et al., 2015), что на порядок ниже, чем показано 
для мышиных эмбриональных стволовых клеток (ЭСК) 
или перевивных линий клеток (Mali et al., 2013). В обзоре 
я делаю попытку описать и структурировать доступные 
на настоящее время методы увеличения эффективности 
получения целевой встройки в геном чИПСК.

Лучше режем
Введение генетической конструкции в выбранный локус 
будет проходить с тем большей вероятностью, чем эффек-
тивнее происходит внесение DSB системой CRISPR/Cas9. 
Как упоминалось выше, составные части CRISPR/Cas9
системы – sgRNA и Cas9 нуклеаза. Эти компоненты могут 
быть доставлены в клетку в разном виде, а именно: как 
плазмидная ДНК, sgRNA и Cas9 mRNA или рибонуклеи-
новый комплекс (RNP комплекс), состоящий из sgRNA и 
белка Cas9. Для легко трансфецирующихся клеток, таких 
как HEK293 или мышиные ЭСК, зависимость эффектив-
ности работы системы CRISPR/Cas9 от используемого 
вида ее составляющих минимальна. Для чИПСК же, на-
оборот, RNP комплекс в 4.3 и 2.7 раза позволяет увеличить 
эффективность внесения DSB по сравнению с использо-
ванием плазмид и sgRNA + Cas9 mRNA соответственно 
(Liang et al., 2015). Наблюдаемое для некоторых линий 
клеток повышение эффективности внесения knockin при 
использовании RNP комплекса также может быть связано 
с тем, что он активен сразу же после попадания в клетку. 
Быстрый запуск работы нуклеазы особенно принципиален 
при использовании линеаризованных доноров для HDR 
(см. ниже). Их концентрация в клетке наивысшая непо-
средственно после трансфекции, и с течением времени 
они достаточно быстро деградируют (Kim et al., 2014). 
Дополнительным преимуществом использования RNP 
комплекса является, в первую очередь, снижение off
target эффектов за счет быстрой деградации Cas9 белка, 
которая происходит в течение 24 ч после трансфекции 
(Kim et al., 2014), вовторых, снижение вероятности не-
целевых встроек в геном, связанное с отсутствием ДНК 
вектора, несущего последовательности sgRNA и Cas9. 
Кроме того, трансфекция RNP комплекса менее токсична 
для плюрипотентных клеток человека, чем плазмидная 
(Kim et al., 2014).

Идеальный донор
Для получения целевой встройки в геном вместе с ком-
понентами CRISPR/Cas9системы в клетку вносят по-
следовательность, которая будет служить донором для 
HDR. В этом качестве можно использовать плазмидную, 
соответственно двуцепочечную, ДНК (dsDNA) или син-
тетический одноцепочечный олигонуклеотид (ssODN, 



Increasing knock-in efficiency in human induced 
pluripotent stem cells’ genome by CRISPR/Cas9

M.M. Gridina

1028 Cell biologyVavilov Journal of Genetics and Breeding • 2018 • 22 • 8

sgRNA

PAM

5’

5’ 3’

3’

Целевая цепь

PAM-содержащая 
цепь

Дистальный 
участок ДНК

Проксимальный 
участок ДНК

singlestranded oligonucleotide). Плазмидная ДНК позво
ляет встраивать в геном достаточно крупные фрагменты – 
до 7.4 т. п. о. (Wang et al., 2015). В случае необходимости 
встройки короткой последовательности, к примеру LoxP 
сайтов, оправдано использование ssODN. Он позволяет с 
более высокой эффективностью, по сравнению с исполь-
зованием dsDNA, вводить последовательности размером 
до 100 нуклеотидов (Orlando et al., 2010; Chen et al., 2011; 
Liang et al., 2017). Это особо привлекательно в свете воз-
можности проведения корректировки точковых мутаций, 
являющихся причиной заболеваний человека (Niu et al., 
2016; Turan et al., 2016). 

Исходя из знаний о динамике работы CRISPR/Cas9
системы, C.D. Richardson с коллегами (2016) предложили 
необычную стратегию для выбора донора для HDR. Две 
цепи ДНК можно обозначить как целевую, которую узнает 
sgRNA, и РАМсодержащую, соответственно, компле-
ментарную целевой (см. рис. 1). После того как sgRNA 
в составе комплекса с Cas9 опознала целевой участок, 
нуклеаза вносит DSB и образуются четыре конца ДНК. 
Процесс диссоциации белка Cas9 от двуцепочечной ДНК 
занимает около 6 ч. В течение этого времени Cas9 проч-
но связан с тремя концами, образованными в результате 
внесения DSB. Четвертый же, являющийся 3ʹконцом 
РАМ содержащей цепи ДНК, освобождается быстрее и, 
соответственно, раньше становится доступным для фор-
мирования комплементарных связей с ДНК донора. Если 
использовать донор, комплементарный РАМ содержащей 
цепи, это в 2.6 раза увеличивает эффективность HDR, по 
сравнению с использованием ssODN, комплементарного 
целевой цепи ДНК (Richardson et al., 2016). Эффектив-
ность гомологичной рекомбинации можно еще увеличить, 
если варьировать длину плеч гомологии. Типичным ди-
зайном ssODN являются симметричные плечи гомологии, 
соответствующие последовательностям по обе стороны от 
внесенного разрыва. Однако использование асимметрич-
ного ssODN, у которого 36 нуклеотидов комплементар

ны дистальному концу разрыва РАМсодержащей цепи и  
91 нуклеотид – проксимальному концу, позволяет еще 
больше увеличить эффективность HDR. Данные об эф-
фективности применения этой стратегии для внесения 
knockin в чИПСК несколько противоречивы. С одной 
стороны, она была успешно применена в работе (Liang et 
al., 2017), где с ее помощью удалось увеличить эффектив-
ность HDR в 2.5 раза. С другой стороны, в работе (Yumlu 
et al., 2017) наоборот показано, что использование «стан-
дартного» симметричного ssODN позволяет получать 
желаемые инсерции с максимальной эффективностью в 
чИПСК. Авторы предполагают, что такое противоречие 
может происходить изза специфики используемых ли-
ний клеток и/или особенностей локуса, подвергаемого 
модификациям, – его локализации внутри хроматина и 
собственно последовательности нуклеотидов.

В отличие от ssODN, двуцепочечный плазмидный до-
нор позволяет встраивать более крупные фрагменты ДНК. 
Линеаризация донора – типичный способ увеличения 
эффективности его интеграции в геном. Более того, на эф-
фективность HDR можно влиять, используя разные спосо-
бы линеаризации плазмиды. Так же, как в случае с ssODN, 
наиболее эффективна для гомологичной рекомбинации 
ассиметричная конструкция, у которой более короткое 
плечо с дистальной стороны от PAM (см. рис. 1). Таким 
способом удалось повысить эффективность knock in в 
чИПСК в 4.2 раза (He et al., 2016). 

Еще один вариант линеаризации донора – двойное 
разрезание плазмиды, содержащей донорную последова-
тельность. Подход заключается в следующем: с внешней 
стороны плеч гомологии вводят два сайта узнавания для 
той же sgRNA, которая будет направлять Cas9 к целевому 
сайту в геноме. После сборки sgRNA/Cas9 комплексов они 
«скринируют» как геномную, так и плазмидную ДНК в 
поисках сайтов узнавания для sgRNA и, находя, условно 
одновременно вносят DSB в геном и линеаризуют донор. 
Таким образом, происходит синхронизация потребности в 
матрице для гомологичной рекомбинации и ее доступно-
сти. При использовании описанной стратегии J.P. Zhang с 
коллегами (2017) удалось увеличить эффективность HDR 
в некоторых локусах чИПСК в 7.6 раза, а дополнительная 
синхронизация клеточного цикла (более подробно см. 
ниже) привела к увеличению эффективности встройки 
еще в 1.5–2 раза. Важным преимуществом использования 
донора с двумя сайтами разрезания для sgRNA является 
возможность ограничиться короткими плечами гомологии 
(всего 600 п. о.) без потери эффективности knockin (Zhang 
et al., 2017). Однако линеаризация донора увеличивает, в 
том числе, и неспецифическую его интеграцию в геном. 
Одна из модификаций стратегии применения донора с 
двумя сайтами разрезания для sgRNA – использование 
мутантных форм белка Cas9, которые делают ники вместо 
DSB. В этом случае ники вносят как в целевое место в 
геноме, так и в молекулу донора по обеим сторонам от 
плеч гомологии. В результате существенно снижается 
вероятность нецелевой встройки, и этот подход также 
позволяет практически полностью избавиться от неже-
лательных инделов. Кроме того, DSB в плюрипотентных 
клетках человека могут запускать апоптоз (Liu et al., 2013, 
2014), чего не происходит при использовании вносящих 

Рис. 1. Внесение DSB при помощи системы CRISPR/Cas9. 
SpCas9 (показано желтым цветом) в комплексе с sgRNA (зеленый цвет) 
связывает ДНК (синий цвет). Последовательность sgRNA комплементарна 
целевой цепи ДНК. Треугольниками обозначены места внесения DSB.
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ники форм Cas9. К сожалению, при этом эффективность 
knockin в геном плюрипотентных клеток человека увели-
чивается не так эффективно, как показано в работе (Zhang 
et al., 2017), а только в 1.5–2 раза, в зависимости от линии 
клеток (Chen et al., 2017).

Управление путями восстановления DSB
Восстановление DSB, образовавшихся в результате рабо-
ты Cas9 нуклеазы, может идти двумя основными путями: 
NHEJ и HDR (рис. 2). Для увеличения эффективности 
knockin можно либо вывести из строя ключевых участ-
ников процесса NHEJ, либо активировать HDR. 

Массовый скрининг органических соединений и оценку 
их влияния на эффективность HDR провели C. Yu с кол
легами (2015). Из 4 000 тестируемых органических соеди
нений им удалось выявить два (L755507 и Brefeldin A), 
достоверно увеличивающих получение встройки целевых 
фрагментов в геном при помощи CRISPR/Cas9системы. 
Для L755507 было показано увеличение knockin в чИПСК 
в три раза при использовании плазмидной ДНК в качестве 
донора для HDR, и в девять раз – при использовании 
ssODN (Yu et al., 2015).

Выбор пути репарации зависит от типа внесенного нук
леазой разреза, т. е. 5ʹлипкие концы с большей вероят
ностью будут восстановлены по HDR пути, чем тупые 
концы (Bothmer et al., 2017). Мутантная форма белка 
Саs9 – SpCas9n – делает направленные однонитевые ники. 
Использование Cas9n с двумя sgRNA, опознающими 
близко расположенные последовательности на разных це
пях ДНК, одновременно приводит к образованию DSB 
с перекрывающимися 5ʹлипкими концами (Shen et al., 
2014). Еще одна нуклеаза, делающая разрывы с липки
ми концами, – Cpf1 (Zetsche et al., 2015). Сочетание ис
поль зования SpCas9n или AsCpf1 с обработкой клеток 
несколькими органическими соединениями позволяет 
увеличить эффективность внесения целевой модификации 
в геном чИПСК в 3–7.2 раза, в зависимости от редакти
руемого локуса и используемого сочетания (Ma et al., 2018; 
Riesenberg, Maricic, 2018). 

Один из ключевых участников процесса гомологичной 
рекомбинации – белок RAD51 (см. рис. 2). Он связывает 
одноцепочечную ДНК в месте разрыва и катализирует 
поиск и узнавание гомологичной последовательности 
ДНК. Найдя последнюю, он физически соединяет ее с 
местом разрыва и приводит к формированию Dпетли, 
внутри которой ДНК полимераза садится на 3ʹконец обо-
рванной нити, и в результате происходит репарация DSB 
(Haber, 2018). Сверхэкспрессия RAD51 в ЭСК и ИПСК 
человека как сама по себе, так и совместно с обработкой 
клеток вальпроевой кислотой способна существенно 
увеличивать эффективность HDR и приводит к эффек-
тивному получению гомозиготных по встройке клонов 
клеток (Takayama et al., 2017). Таким образом, становится 
возможным сделать knockin даже в транскрипционно не 
активные локусы, что является крайне сложной задачей, 
когда речь заходит о плюрипотентных клетках человека.

Как и RAD51, CtIP – участник ранних этапов процес-
са гомологичной рекомбинации (см. рис. 2), кофактор 
для MRE11 эндонуклеазы. Они совместно приводят к 
образованию свободного одноцепочечного 3ʹконца, 

расщепляя 5ʹцепь ДНК (Anand et al., 2016). Использова-
ние рекомбинантной молекулы белка Cas9, «слитого» с 
Nконцевым доменом CtIP, вызывает более активное на  
копление эндогенного белка CtIP в месте внесения разры-
ва и увеличивает эффективность интеграции трансгена по 
механизму HDR. Применение этой стратегии на чИПСК 
показало увеличение эффективности knockin в 1.5 раза 
(Charpentier et al., 2018).

Управление временем работы  
CRISPR/Cas9 в клетке
В клетке, находящейся в G1фазе клеточного цикла, ре
парация происходит в основном по механизму NHEJ. 
После репликации ДНК в клетке совершается накоп
ление белков, участвующих в процессе гомологичной 
рекомбинации (Heyer et al., 2010). Для эффективного 
knockin необходимо, чтобы все компоненты CRISPR/
Cas9системы и матрица для HDR оказались в клетке 
никак не ранее Sфазы. Этого можно добиться двумя 
способами. Вопервых, синхронизацией культуры клеток. 
Два органических соединения, ABT751 и Nocodazole, 
ингибируют полимеризацию микротрубочек и обратимо 
останавливают клеточный цикл в G2/Mфазе. Эффектив-
ность knockin в геном плюрипотентных клеток человека, 
синхронизированных обработкой этими двумя вещества-
ми, увеличивалась в трипять раз по сравнению с не-

HDR
MRE11 DNA-PKcs

DNA-PKcs

Индел

knock-in

DNA Ligase IV

Ku70/80

Ku70/80

Ku70/80

Ku70/80

RAD51

RAD51

MRE11
CtlPCtlP

NHEJ

DSB

Рис. 2. Ключевые молекулы, участвующие в процессе репарации DSB 
по NHEJ- или HDR-путям. 
На одном из первых этапов NHEJ гетеродимер Ku70/Ku80 находит, опо-
знает и связывает тупые концы DSB. После чего к месту разрыва подходит 
ДНК-зависимая протеинкиназа (DNA-PKcs). Концы разрыва существен-
но сближаются и становятся доступными для лигирования (Dexheimer, 
2013). NHEJ-путь репарации можно блокировать ингибиторами ДНК-PKc 
(NU7441) и ДНК-лигазы IV (SCR7) (Chu et al., 2015; Maruyama et al., 2015; 
Riesenberg, Maricic, 2018).
В процессе репарации по пути гомологичной рекомбинации к месту DSB 
привлекается MRE11 в составе MRN-CtIP комплекса, в результате экзонук-
леазной активности которого образуется одноцепочечная ДНК (ssDNA). 
Одноцепочечные концы разрыва не могут быть восстановлены NHEJ, 
ssDNA покрываются RPA, который затем заменяется Rad51. Он иницииру-
ет поиск гомологичной последовательности и инвазию цепи ДНК, что в 
конечном счете приводит к репарации разрыва ДНК.
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синхронизированными (Lin et al., 2014; Yang et al., 2016). 
Более того, отбор при помощи FACS клеток, находящихся 
в G2/Mфазе, увеличивал эффективность knockin в четы-
ре раза по сравнению со смешанной популяцией клеток, 
и в 11 раз по сравнению с G1 фракцией (Yang et al., 2016).

Второй способ – запретить Cas9 находиться в клетках 
в течение G1фазы. Белок Geminin полностью исчезает 
из клеток во время поздней M и G1фаз (Nishitani et al., 
2004). Химерный белок, полученный слиянием Cas9 и 
Geminin, с одной стороны, сохраняет нуклеазную актив-
ность, а с другой стороны, присутствует в клетке только 
в течение S/G2фазы клеточного цикла. При использова-
нии таким образом модифицированного Cas9 на чИПСК 
удалось добиться двукратного увеличения введения 
knock in, и при этом существенно снизилось число ин-
делов (Howden et al., 2016).

Нетривиальный подход для увеличения эффективно-
сти knockin в чИПСК предложили Q. Guo с коллегами 
(2018). По их данным, если клетки в течение суток после 
трансфекции культивировать при 32 °C и следующие 
24 ч – при 37 °C, то HDR повышается примерно в два раза. 
Непонятно, за счет чего происходит такое увеличение 
эффективности работы CRISPRсистемы при холодовом 
шоке. Для цинковопальцевых нуклеаз показано, что 
культивирование клеток при пониженной температуре 
приводит к увеличению числа разрывов в клетках за счет 
накопления в них нуклеазы (Doyon et al., 2010). Однако 
это не объясняет, почему холодовой шок чИПСК увели-
чивает именно HDR и не вызывает похожих эффектов в 
HEK293. Наиболее очевидное предположение – низкая 
температура может влиять на клеточный цикл чИПСК 
с увеличением числа клеток в G2/Mфазах (Rieder, Cole, 
2002). Кроме того, понижение температуры может иметь 
термодинамический эффект, стабилизируя промежуточ-
ные продукты рекомбинации.

Увеличение выживаемости чИПСК
Дополнительные трудности, с которыми сталкиваются 
исследователи, начиная эксперименты по редактированию 
генома чИПСК, проистекают из того, что клетки этого 
типа плохо переносят манипуляции с ними. Вопервых, 
в отличие от мышиных плюрипотентных клеток, диссо-
циация чИПСК до одноклеточного состояния приводит к 
массовой гибели клеток. Применение ROCK ингибитора 
увеличивает эффективность их клонирования (Watanabe 
et al., 2007), что существенно упрощает работу с ними. 
Однако это решило только первую проблему. Вовторых, 
компоненты CRISPRсистемы и матрица для гомологич-
ной рекомбинации должны быть доставлены в клетку. 
Одним из наиболее эффективных способов является 
электропорация, которая сама по себе провоцирует ги-
бель клеток, а добавление в систему плазмидной ДНК ее 
только увеличивает. Компоненты системы CRISPR/Cas9 
могут быть использованы в менее токсичном варианте – 
RNP комплексе (о чем было сказано выше). Тем не менее 
полностью отказаться от использования плазмидных 
векторов невозможно, так как это наиболее удобная, а 
порой и единственно возможная форма внесения матри-
цы для гомологичной рекомбинации. Втретьих, многие 
исследователи отмечают массовую гибель чИПСК после 

проведения экспериментов с использованием системы 
CRISPR/Cas9, вне зависимости было ли это введение 
генетического материала или же получение knockout.

В связи с вышесказанным существует несколько работ, 
посвященных увеличению выживаемости чИПСК в ходе 
экспериментов по редактированию генома. 

Белок BCLXL поддерживает целостность внешней 
мембраны митохондрий и тем самым предотвращает 
высвобождение в цитоплазму клетки их содержимого, на-
пример цитохрома С, являющегося активатором апоптоза 
(Vander Heiden et al., 1997). Совместная электропорация 
гена BCL-XL с компонентами CRISPR/Cas9системы и 
матрицей для гомологичной рекомбинации приводит к 
10кратному увеличению выживаемости чИПСК. Более 
того, эффективность HDR увеличивается в 20–100 раз, 
в зависимости от редактируемого локуса. Такой эффект 
был показан с использованием различных доноров для 
пяти локусов и на шести различных линиях чИПСК (Li et 
al., 2018).

Внесение множественных DSB в геном перевивных 
клеток может приводить к их гибели, а для запуска ги бе
ли как чИПСК, так и чЭСК достаточно разрыва в един
ственном целевом локусе (Liu et al., 2014). Это может быть 
связано с тем, что плюрипотентные клетки близки клеткам 
раннего эмбриона, в которых должна работать жесткая 
селекция, направленная на поддержание целостности 
кариотипа (Dumitru et al., 2012; Liu et al., 2013). В запуске 
гибели чИПСК в ответ на внесение DSB участвует P53, а 
его knockout приводит к существенному увеличению жиз-
неспособности чИПСК после применения к ним CRISPR/
Cas9 технологии и к увеличению эффективности HDR в 
19 раз для чИПСК и в 17 раз для чЭСК (Ihry et al., 2018).

Объединение редактирования  
и репрограммирования генома
Безусловно, с момента появления методы получения 
чИПСК так же, как методы редактирования генома, были 
существенно модифицированы и стали намного проще 
для исполнения. Тем не менее и получение пациентспец-
ифичных чИПСК, и редактирование их генома крайне 
трудозатратны и требуют много времени, так как это долж-
ны быть два последовательных процесса. Идея сделать 
их параллельными впервые успешно была реализована 
S.E. Howden с коллегами (2016). Авторы одновременно 
электропорировали во взрослые фибробласты человека 
плазмиды, необходимые для репрограммирования, компо-
ненты системы CRISPR/Cas9 и матрицу для гомологичной 
рекомбинации. Всего был получен 31 клон чИПСК, среди 
которых были клетки с целевой встройкой, дополнитель-
ными инделами и без генетических модификаций. При-
менение Cas9, «слитого» с фрагментом белка Geminin 
(см. выше), увеличивало выход чИПСК с knockin в четыре 
раза. В дальнейшем эффективность такой стратегии была 
успешно подтверждена работами (Tidball et al., 2017; Wen 
et al., 2018), в том числе для получения чИПСК из монону-
клеарных клеток периферической крови. Использование 
моноцитов, с медицинской точки зрения, более выгодно, 
так как процедура получения фибробластов кожи более 
инвазивная, требует времени на получение первичной 
культуры, кроме того, в клетках кожи больше вероятность 
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накопления мутаций, вызванных действием окружающей 
среды, например ультрафиолетовым излучением (Zhang, 
2013). При получении чИПСК с помощью эписомальных 
векторов 7–10 % клонов содержали целевую встройку, 
в зависимости от выбранного для проведения встройки 
локуса. Использование вектора, одновременно экспресси-
рующего KLF4 и Cas9, увеличило эффективность це левой 
встройки в три раза, но вместе с тем несколько сни жало 
эффективность репрограммирования. Попытки решить 
возникшую проблему не увенчались успехом, но было 
обнаружено, что большой Тантиген вируса SV40 еще 
улучшал систему внесения knockin. В результате удалось 
добиться 30–40 % выхода колоний чИПСК с правильной 
целевой встройкой (Wen et al., 2018). Таким образом, 
предложенная стратегия предлагает практически в два 
раза более быстрый, высокоточный и эффективный способ 
получения knockin в чИПСК с одновременным получе-
нием изогенных контрольных линий.

Заключение 
CRISPR/Cas9система – недавно появившийся, но по-
лучивший поистине «народное» признание удобный и 
мощный инструмент для проведения сайтспецифичного 
редактирования генома. В комбинации с технологией по-
лучения чИПСК он предоставляет уникальные возможно-
сти для исследования функциональной значимости генов, 
механизмов развития заболеваний и генной коррекции. 
Как и всякая недавно появившаяся технология, редак-
тирование генома при помощи CRISPR/Cas9системы 
сталкивается со множеством требующих преодоления 
трудностей. Одной из них, безусловно, является крайне 
низкая эффективность работы этой системы в чИПСК. 
Большое количество всевозможных модификаций это-
го метода делает для исследователя непростым выбор 
наиболее подходящего способа для получения knockin. 
В этом обзоре я сделала попытку свести воедино и струк-
турировать наиболее важные, на мой взгляд, подходы, 
позволяющие повышать эффективность внесения целевых 
конструкций в геном чИПСК.
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