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Актуальность. Создание инструментов ре-
дактирования генома эукариот на основе про-
граммируемых нуклеаз бактерий из систем 
CRISPR-Cas открывает обширные перспективы 
для разработки методов генной терапии, кле-
точных моделей заболеваний человека, а также 
изучения проявлений патологического феноти-
па, наблюдения за клеточными процессами. От 
точности внесения двуцепочечных разрывов 
в  целевые участки ДНК зависят безопасность 
и  корректность экспериментов как на клеточ-
ном, так и  организменном уровнях. Поиск но-
вых вариантов более точных нуклеаз CRISPR-
Cas и  изучения их способности гидролизовать 
ДНК в составе нуклеосом in vivo представляется 
актуальной задачей развития технологий ге-
номного редактирования.
Цель  – провести анализ активности програм-
мируемой нуклеазы AsCpf1 (Cas12a), облада-
ющей низким уровнем нецелевой активно-
сти, в  локусах генома человека, безопасных 
для внесения трансгенных конструкций (safe 
harbor), и  сравнить с  эффективностью широко 
применяемой нуклеазы SpCas9 в клетках линии 
HEK293.
Материал и  методы. Выполнен биоинфор-
мационный анализ ассоциации целевых райо-
нов с  нуклеосомами и  другими белками в  safe 
harbor локусах AAVS1 и  GSH-Ch1 и  транскрип-
ционно неактивном гене MYBPC3 кардиального 
миозинсвязывающего белка  3 в  клетках линии 
HEK293FT на основе данных, полученных ме-
тодом ATAC-seq базы NCBI SRA для хроматина 
клеток линии HEK293FT. Проведено создание 
и внесение плазмидных конструкций, кодирую-
щих нуклеазы SpCas9 и AsCpf1 и направляющих 
РНК в  клетки HEK293FT. Осуществлен анализ 
событий в целевых районах генома клеток ли-
нии HEK293FT методом изучения секвенограмм 
с помощью алгоритма TIDE.

Результаты. Изучение данных экспериментов 
ATAC-seq для клеток HEK293FT показало, что 
локус AAVS1 можно отнести к  открытому хро-
матину с низкой плотностью нуклеосом, а локус 
GSH-Ch1  – к  закрытому хроматину. В  клетках 
HEK293FT ген кардиального белка MyBPc3 име-
ет промежуточные характеристики хроматина. 
Проведенное исследование эффективности 
внесения разрывов в  изучаемые локусы хро-
матина клеток HEK293FT нуклеазами выявило, 
что SpCas9 справляется с  хроматином любой 
плотности нуклеосом, тогда как AsCpf1 эффек-
тивно вносит разрывы в  ДНК только в  локусах 
с открытым хроматином – AAVS1 и MYBPC3. В ло-
кусе GSH-Ch1 с высокой плотностью нуклеосом 
события редактирования происходят на очень 
низком уровне.
Заключение. Показана низкая эффективность 
нуклеазы AsCpf1 в  геномном safe harbor локу-
се GSH-Ch1, который характеризуется высокой 
плотностью нуклеосом. При планировании 
эксперимента по геномному редактированию 
с помощью нуклеазы AsCpf1 следует учитывать 
эпигенетический ландшафт хроматина и  плот-
ность нуклеосом, а  также использовать веще-
ства, влияющие на структуру хроматина.
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С появлением эффективных методов редак-
тирования нуклеотидных последователь-
ностей такое направление биомедицины, 
как исследование функций генов и  од-

нонуклеотидных полиморфизмов при нормаль-
ной жизнедеятельности клетки и при патологиях, 
получило активное развитие [1, 2]. В 2007 г. у бак-
терий и  архей была открыта система адаптивной 
защиты от вирусов и  чужеродных молекул ДНК 
[3]. Геномы прокариот содержат элементы, состо-
ящие из коротких прямых повторов ДНК, между 
которыми закодированы фрагменты бактериофа-
гов или плазмид. Данные элементы были опреде-
лены как короткие палиндромные повторы, регу-
лярно расположенные группами (англ. clustered 
regularly interspaced short palindromic repeats, 
CRISPR). Повторы CRISPR входят в функциональ-
ную единицу бактериального генома и  содержат 

гены Cas (CRISPR associated), кодирующие белки, 
необходимые для разрезания ДНК [4, 5]. При по-
падании «знакомого» вируса в  бактерию проис-
ходит синтез РНК (англ. сrRNA, CRISPR RNA) по 
матрице ДНК из «коллекции» вирусных фрагмен-
тов, закодированных в  районе CRISPR, и  сrRNA 
адресно (по принципу комплементарности между 
сrRNA и участком ДНК в геноме вируса) направ-
ляет нуклеазы Cas для уничтожения вирусной 
ДНК. Наличие элементов CRISPR в  геномах раз-
личных бактерий говорит об эволюционно-кон-
сервативном принципе РНК-опосредованной 
деградации инвазивных ДНК, однако механиз-
мы функционирования иммунитета могут иметь 
различия. Например, если для деградации инва-
зивных ДНК необходимо несколько белков Cas, 
система CRISPR-Cas относится к 1-му классу (под-
разделяется на I, III и IV типы), а если эту функцию 
выполняет один белок – ко 2-му (II, V и VI типы) 
[6]. Имеются также различия в  механизмах фор-
мирования направляющих сrRNA для нуклеаз Cas 
у разных бактерий. В системе CRISPR-Cas9 бакте-
рий Streptococcus pyogenes (класс 2, тип II) специ-
фическая направляющая crRNA взаимодействует 
с tracrРНК (trans-activating crRNA), а в инвазивном 
геноме, в месте узнавания (протоспейсер, компле-
ментарный crRNA), должен присутствовать смеж-
ный мотив ДНК PAM (Protospacer Adjacent Motif) 
с  консенсусом 5’-NGG-3' [7, 8] (рис. 1А). Именно 
система CRISPR-Cas9 бактерий S.  pyogenes послу-
жила основой для создания в 2012 г. инструментов 
редактирования геномов эукариот – были добавле-
ны сигналы ядерной локализации в белок SpCas9 
(S.  pyogenes Cas9), проведена оптимизация кодо-
нов гена SpCas9 для экспрессии в эукариотических 
клетках, а  tracrRNA и  crRNA для удобства были 
объединены в  одну молекулу РНК  – single guide 
RNA (sgRNA) [1, 2].

Благодаря относительной простоте устройства 
и высокой эффективности работы систему CRISPR-
SpCas9 активно применяют для редактирования 
геномов на самых разных модельных объектах – от 
микроорганизмов до культивируемых клеток чело-
века, включая плюрипотентные стволовые клетки. 
Основным недостатком данной системы следует 
признать высокую вероятность ошибочного раз-
резания ДНК нуклеазой SpCas9 в похожих на про-
тоспейсер участках генома. С этой проблемой ис-
следователи борются разными путями, например, 
создавая мутантные формы белка SpCas9 или из-
учая разнообразие бактериальных систем CRISPR-
Cas для поиска новых нуклеаз Cas [9]. Так, было 
обнаружено, что нуклеаза из Acidaminococcus  sp. 
BV3L6 (AsCpf1) (CRISPR-Cas12a, 2-й класс, тип V) 

Таблица 1. Позиции протоспейсеров целевых районов и векторов для экспрессии нуклеаз 
sgRNA и CRISPR-Cas 

Локус; нуклеаза Позиция протоспейсера, сборка генома 
GRCh38/hg38

Вектор

AAVS1; Cas9 5’GTCACCAATCCTGTCCCTAGTGG-TGG-3’PAM
chr19:55115745-55115764;

PX458
Addgene #48138

AAVS1; Cpf1 PAM5’TTTC-GTCACCAATCCTGTCCCTAG3’
chr19:55115744-55115764;

pAsCpf1(TTTV)-2NLS
*Addgene 69982/#89352

GSH-Ch1; Cas9 5’TATTATAATAGAAGTGCCTG-AGG-3’ PAM
chr1:189847623-189847642;

PX458
Addgene #48138

GSH-Ch1; Cpf1 PAM5’-TTTA-TACAGTTGCCTTACAAAGACA3’
chr1:189847581-189847601; -

pAsCpf1(TTTV)-2NLS
*Addgene 69982/#89352

MYBPC3; Cas9 5’ACACCACCTGATCATCAACG-АGG-3’ PAM
chr11:47342656-47342675 

PX458
Addgene #48138

MYBPC3; Cpf1 PAM  5’TTCA-AGAAGGACGGGCAGAGACACC
chr11:47342671-47342691;

pAsCpf1(TYCV)(BB)
Addgene #89352

* Addgene 69982 – прототип плазмиды pAsCpf1(TTTV)-2NLS, куда был добавлен мотив 2NLS из плаз-
миды Addgene #89352

Рис. 1. Схема строения комплекса SpCas9:sgRNA (А) и AsCpf1:crRNA (Б) в целевом районе 
ДНК, содержащем протоспейсер и PAM (мотив, смежный с протоспейсером)

АА ББ
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более точная и имеет более низкий уровень неце-
левой активности по сравнению с  Cas9 [10–12]. 
Нуклеаза AsCpf1 использует одну короткую на-
правляющую РНК (около 40 нуклеотидов длиной), 
а также T-богатый PAM с консенcусом 5’-TTTV-3’ 
(V = A, G или C). Поскольку в  геномах большин-
ства организмов данное сочетание нуклеотидов 
встречается с  низкой частотой, были созданы 
мутантные формы AsCpf1, узнающие консенсу-
сы PAM 5’-TYCV-3’ и  5’-TATV-3’. Для трех форм 
AsCpf1 частота встречаемости возможных мише-
ней в кодирующей части генома человека состав-
ляет 1 сайт на 11 пар нуклеотидов [13]. При гидро-
лизе нуклеазой AsCpf1 образуются выступающие 
«липкие» концы ДНК, а сам разрез располагается 
в отдалении от PAM (рис. 1Б). В совокупности это 
делает систему CRISPR-Cpf1 крайне привлека-
тельным инструментом редактирования геномов, 

в  частности для создания изогенных клеточных 
моделей наследственных заболеваний.

Для разработки методов генной терапии, соз-
дания клеточных моделей заболеваний человека 
и  изучения проявлений патологического фено-
типа на молекулярном уровне часто возникает 
необходимость проведения модификации генома 
вставками функциональных трансгенов или ге-
нетических элементов. Генную терапию на основе 
ретро- и  аденовирусных векторов ранее приме-
няли для лечения некоторых болезней, связанных 
с  метаболическими или гематологическими на-
рушениями [14–16]. Однако при использовании 
ретро- и лентивирусных векторов происходит не-
контролируемая интеграция вирусов в случайные 
места генома, что может приводить к инсерцион-
ному мутагенезу. Открытие систем редактирования 
CRISPR-Cas позволяет использовать определенные 

Рис. 2. Схема локуса AAVS1 человека, локализованного на 19-й хромосоме (позиция 19q13.42, идеограмма 19-й хромосомы). Ниже расположена схема 
района (200 т.п.о.), содержащего сайт интеграции аденоассоциированных вирусов (позиция протоспейсеров для нуклеаз AsCpf1 и SpCas9). Гены изображены 
зелеными стрелками, отражающими направление транскрипции (А). Экзон-интронная структура гена PPP1R12C представлена на Б. Позиция протоспейсера 
в интроне 1 отмечена синим столбиком, экзоны – красные треугольники. Энхансеры обозначены желтыми прямоугольниками, потенциальный промотор – 
красный прямоугольник. Пример картирования прочтений фрагментов ДНК эксперимента ATAC-seq для клеток HEK293FT (SRR9602331, см. раздел «Материал 
и методы») показан на В. Голубым цветом обозначена плотность прочтений (диапазон представлен числом прочтений, картированных на референсную 
последовательность локуса AAVS1, – от 1 до 139). Серые стрелки – позиции протоспейсеров AsCpf1 и SpCas9, прямоугольники – последовательности ДНК 
данного района, свободные от белков и выявляемые методом ATAC-seq

АА

ББ

ВВ

Энхансеры

Энхансеры

Протоспейсер

AsCpf1/SpCas9 протоспейсер

AsCpf1/SpCas9 протоспейсер
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места генома, где взаимное влияние внесенных 
генетических конструкций и  хозяйского генома 
минимально, – так называемые genome safe harbor 
(GSH) локусы. Наиболее популярное место для 
интеграции трансгенов в  геном человека  – локус 
AAVS1 (adeno-associated virus integration site 1) на 
19-й хромосоме (19q13.42), в первом интроне гена 
PPP1R12C (protein phosphatase 1 regulatory subunit 
12C), который кодирует белок, регулирующий ак-
тивность фосфатазы 1δ [17] (рис. 2А).

Локус AAVS1 был выявлен экспериментально 
при анализе сайтов интеграции аденоассоцииро-
ванных вирусов в  ДНК клеток человека in vitro. 
Примечательно, что нарушение одного или двух 

аллелей этого гена не приводит к  отклонениям 
ни на уровне культуры клеток, ни на уровне цело-
го организма, хотя PPP1R12C экспрессируется во 
всех тканях [17]. Тем не менее следует учитывать, 
что данный район 19-й хромосомы не может быть 
безопасным локусом safe harbor, так как обогащен 
кодирующими генами, в том числе там находится 
ген PTPRH (protein tyrosine phosphatase receptor 
type H), мутации в котором ассоциированы с ра-
ком печени (см. рис. 2А), и внесение чужеродных 
генетических элементов в  данный локус потен-
циально может приводить к  непредсказуемым 
событиям. Были сформулированы критерии для 
«идеальных» GSH-локусов: расстояние  > 50  т.п.о. 

Таблица 2. Праймеры для амплификации целевых районов ДНК с целью анализа нуклеазной активности SpCas9 и AsCpf1

Название праймера Структура праймера Температура отжига праймера; 
размер ПЦР продукта

Целевой район амплификации ДНК

AAVS1_WT-F
AAVS1_WT-R

5’CTCTGGCTCCATCGTAAGCAA3’
5’CCCAAAGTACCCCGTCTCCC3’

58C
555 п.о.

Локус AAVS1

1Chr-SHL-T-F
1Chr-SHL-T-R

5’GGTAGTGCAGAGAGCTAACATG3’
5’GTCTAACTATGACAGTGCTGCC3’

58C
490 п.о.

Локус SH-Chr1

MYBPC3-LD-F
MYBPC3-R

5’CAAATGGTGAGTTCCAGAAGC3’
5’GAGATGAGAAGGATGAGGTTTAGG3’

58C
405 п.о.

Ген MYBPC3

ПЦР – полимеразная цепная реакция

Рис. 3. Схема локуса GSH-Ch1 человека, локализованного на 1-й хромосоме (позиция 1q31.1, идеограмма 1-й хромосомы). Ниже расположена схема района 
(200 т.п.о.), позиция протоспейсеров для нуклеаз AsCpf1 и SpCas9 отмечена синим столбиком. Зеленой стрелкой обозначен ген длинной некодирующей РНК 
LINC01701 (А). Пример картирования прочтений фрагментов ДНК эксперимента ATAC-seq для клеток HEK293FT (SRR9602331, см. раздел «Материал и методы») 
дан на Б. Голубым цветом обозначена плотность прочтений (число прочтений, картированных на референсную последовательность локуса GSH-Ch1, – 
от 1 до 4). Серые стрелки – позиции протоспейсеров AsCpf1 и SpCas9, прямоугольники – последовательности ДНК данного района, свободные от белков 
и выявляемые методом ATAC-seq. Повторы ДНК представлены желтыми прямоугольниками

АА

ББ

протоспейсер

Альманах клинической медицины. 2021; 49 (6): 385–395. doi: 10.18786/2072-0505-2021-49-037

388 Оригинальные статьи



от 5'-конца любого гена, более 300 т.п.о. от генов, 
ассоциированных с  раком и  любой микроРНК, 
удаленность от ультраконсервативных регионов 
генома. Таким идеальным кандидатом, отвечаю-
щим всем критериям, считается локус GSH-Ch1 
(genomic safe harbor chromosome 1) (позиции 
189847581–189847601, район 1q31.1 1-й хромосомы 
человека) [17, 18] (рис. 3А).

Системы CRISPR-Cas представляют собой 
«изобретение» бактерий для борьбы с  вирусной 
ДНК, которая не образует регулярные комплексы 
с белками, тогда как в клетках эукариот ДНК при-
сутствует в составе нуклеосом и других структур-
ных белков хроматина. В  экспериментах in vitro 
показано, что нуклеосомы действительно препят-
ствуют гидролизу ДНК нуклеазами SpCas9 [19] 
и  AsCpf1 (Cas12a) [20]. При этом in vivo SpCas9 
справляется с хроматином любой плотности и до-
ступности [21]. Для нуклеазы AsCpf1 этот аспект 
недостаточно изучен. В  данном исследовании мы 
провели биоинформационный анализ уровня от-
крытости хроматина в  safe harbor локусах AAVS1 
и  GSH-Ch1 и  транскрипционно неактивном гене 
MYBPC3 кардиального миозинсвязывающего бел-
ка 3 в клетках линии HEK293FT, а также оценили 
нуклеазную активность белков SpCas9 и AsCpf1 in 
vivo.

Материал и методы
Получение генетических конструкций, 
экспрессирующих компоненты системы CRISPR-Cas
Дизайн протоспейсеров для синтеза направля-
ющих РНК нуклеаз SpCas9 и  AsCpf1 выполня-
ли с  помощью ресурсов Benchling (https://www.
benchling.com). Олигонуклеотиды были синтези-
рованы компанией «Биоссет» (Россия) и клониро-
ваны в  соответствующие плазмиды, кодирующие 

sgRNA и  нуклеазы SpCas9 (pX458) и  AsCpf1 
(pAsCpf1(TYCV)(BB), pAsCpf1-2NLS) в  соот-
ветствии с  протоколом [22] (табл. 1). Плазмида 
pAsCpf1(TTTV)-2NLS была сконструирована в ла-
боратории на основе AsCpf1 (TTTV) путем добав-
ления второго сайта ядерной локализации NLS.

Анализ эффективности редактирования CRISPR-Cas 
на клетках HEK293FT
Доставку плазмидных конструкций в  клет-
ки линии HEK293FT (cat. R70007 Thermo Fisher 
Scientific) проводили с  помощью электропора-
ции на приборе Neon Transfection System (Thermo 
Fisher Scientific) согласно рекомендациям произ-
водителя. Клетки линии HEK293FT культивиро-
вали при 5% СO2, 37 °С, в ростовой среде DMEM/
F12 (Gibco), 10%  фетальной бычьей сыворот-
ке (Life Technologies), 2  мМ GlutaMax (Thermo 
Fisher Scientific), 100  ед/мл раствора пеницилли-
на/стрептомицина (Life Technologies), 0,1 мМ рас-
твора аминокислот NEAA (Invitrogen). Перед экс-
периментом клетки диссоциировали реагентом 
TrypLE, центрифугировали в  фосфатном буфере 
PBS в течение 5 минут (300 g) и ресуспендирова-
ли в  буфере R (Neon Transfection System 10ul  kit, 
Thermo Fisher Scientific) из расчета конечной 
концентрации 5 × 107/мл. Реакцию электропора-
ции 0,5  мкг плазмиды, кодирующей компоненты 
CRISPR-Cas, проводили в 10 мкл суспензии клеток 
в буфере R. После электропорации клетки перено-
сили в подготовленные культуральные планшеты 
с теплой средой без антибиотика. Через 48 часов 
после трансфекции из клеток выделяли геномную 
ДНК и амплифицировали целевой участок, содер-
жащий сайт CRISPR-индуцируемого разрыва, со 
специфических праймеров (табл. 2). Полученный 
продукт полимеразной цепной реакции (ПЦР) 

Таблица 3. Покрытие прочтений ДНК в целевых районах генома клеток HEK293, выявляемых в экспериментах ATAC-seq, в процентном соотношении от данных 
референсного гена ACTB

ATAC-seq SRR6418076
HEK293

SRR8938025
HEK293

SRR9602331
HEK293

SRR10982335
Кардиомиоциты из 

ИПСК человека

SRR12503731
Кардиомиоциты из 

ИПСК человека

Исследуемый район (позиции 
в геноме, сборка hg38)

Покрытие ACTB, % 100 100 100 100 100 chr7 5,527,748-5,529,657  
(1910 п.о.)

Покрытие GSH-Ch1, % 8,2 3,9 3,55 56,5 59,6 chr1 189847081-189848101 
(1000 п.о.)

Покрытие MYBPC3, % 27,1 6,6 11,9 11,9 50,0 chr11 47342156-47343175  
(1000 п.о.)

Покрытие AAVS1, % 68,9 23,3 31,0 33,8 33,3 chr19 55115245-55116264  
(1000 п.о.)

ИПСК – индуцированные плюрипотентные стволовые клетки
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очищали методом элюции из агарозного геля 
с  помощью набора Cleanup Standard (Евроген). 
Реакции секвенирования по методу Сэнгера про-
водили с  применением набора реагентов BigDye 
Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Thermo Fisher 
Scientific). Продукты реакции секвенирования 
анализировали в Центре коллективного пользова-
ния «Геномика» СО РАН.

Общую эффективность CRISPR-Cas9 оценивали 
по доле модифицированных последовательностей 
ДНК, образовавшихся в  результате негомологич-
ного сшивания концов, выявляемых при анализе 
секвенограмм с  помощью программного алго-
ритма TIDE (Tracking of Indels by Decomposition) 
(https://tide.nki.nl).

Анализ открытости хроматина в целевых районах 
генома клеток HEK293FT
Последовательности локусов были экстрагиро-
ваны из GenBank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
nuccore): AP023479.1:55589039-55593668 Homo 
sapiens DNA, chromosome 19, AL591504.5:14265-
18238 Human DNA sequence from clone RP11-445J9 
on chromosome 1. Анализ открытости хроматина 
в клетках HEK293FT проводили на основе дан-
ных из базы NCBI SRA (Sequence Read Archive; 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sra), полученных ме-
тодом ATAC-seq (Assay for Transposase-Accessible 
Chromatin using sequencing) [23]. Использовали 
данные экспериментов ATAC-seq для клеток 
HEK293FT SRR6418076, SRR8938025, SRR9602331 
и  для кардиомиоцитов человека, полученных 
из индуцированных плюрипотентных стволо-
вых клеток (ИПСК) SRR10982335, SRR12503731. 
Данные экспериментов ATAC-seq картировали 
относительно референсных последовательно-
стей ДНК с использованием программы HISAT2 
[24]. Результирующие файлы в формате SAM ви-
зуализировали и  проводили первичный анализ 

с  использованием программного обеспечения 
Geneious 11.0.2 (http://www.geneious.com) [25]. 
Участки, содержащие повторы ДНК, исключали 
из анализа с помощью программы RepeatMasker 
[26].

Результаты
Для исследования программируемых нукле-
аз SpCas9 и  AsCpf1 (Cas12a) в  safe harbor локу-
сах генома клеток линии HEK293 были выбраны 
протоспейсеры для локуса AAVS1 в  районе hg38 
chr19:55115745-55115764 (интрон гена PPP1R12C) 
(см. рис. 1А) [27] и  для локуса GSH-Ch1 в  пози-
ции hg38 chr1:189847581-189847601 (см.  рис.  2А) 
[28]. Дополнительно для изучения активности 
нуклеаз в  транскрипционно неактивном хрома-
тине был выбран ген кардиального миозинсвязы-
вающего белка cMyBP-C, который не экспресси-
руется в  клетках HEK293FT (протоспейсер hg38 
chr11:47342656-47342675) (рис. 4).

Предварительно проводили оценку степени 
ассоциации целевых районов с  нуклеосомами 
и  другими белками с  помощью анализа данных, 
полученных методом ATAC-seq базы NCBI SRA 
для хроматина клеток линии HEK293FT и карди-
омиоцитов. Метод ATAC-seq выявляет доступные 
участки ДНК в составе хроматина с помощью ги-
перактивной мутантной формы транспозазы Tn5, 
которая интегрирует линкеры ДНК в  открытые 
участки генома. Фрагменты генома, содержащие 
линкеры, очищают, амплифицируют с  помощью 
ПЦР, после чего определяют последовательность 
ДНК с  помощью секвенирования нового поколе-
ния (Illumina). На основании анализа прочтений 
ДНК можно выявить открытые участки хромати-
на, сайты связывания транскрипционных факто-
ров, а также позиции нуклеосом. Чем более открыт 
хроматин, тем больше прочтений ДНК приходит-
ся на соответствующий участок генома [29, 30]. 

Рис. 4. Пример картирования прочтений фрагментов ДНК эксперимента ATAC-seq для клеток HEK293FT (SRR9602331, см. раздел «Материал и методы») на ген 
MYBPC3. Голубым цветом обозначена плотность прочтений (диапазон представлен числом прочтений, картированных на референсную последовательность 
гена MYBPC3, – от 1 до 23). Серые стрелки – позиции протоспейсеров AsCpf1 и SpCas9, прямоугольники – последовательности ДНК данного района, свободные 
от белков и выявляемые методом ATAC-seq. Красные стрелки – экзоны гена, желтые – экзоны, кодирующие белок
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В  данном исследовании мы оценили количество 
прочтений ДНК (плотность покрытия) в  локусах 
AAVS1, GSH-Ch1 и гене MYBPC3 в аннотируемых 
экспериментах ATAC-seq, проведенных на клетках 
HEK293 (3  варианта) и  кардиомиоцитах, полу-
ченных из ИПСК (2  варианта). Полученные дан-
ные для каждого эксперимента нормировали на 

плотность покрытия, выявляемую для хроматина 
кодирующей области гена домашнего хозяйства 
ACTB (beta-actin). Из данных табл. 3 видно, что 
в клетках HEK293 локус GSH-Ch1, вероятнее все-
го, относится к  закрытому хроматину, поскольку 
плотность прочтений ДНК составляет в  среднем 
5%  от плотности прочтений, картируемых в  гене 

Рис. 6. Результаты анализа секвенограмм целевых районов ДНК локусов AAVS1 (А), GSH-Ch1 (Б), MYBPC3 (В) клеток линии HEK293FT после внесения плазмид, 
кодирующих компоненты CRISPR-SpCas9 и CRISPR-AsCpf1, с помощью алгоритма TIDE. На оси абсцисс в нуле показано отсутствие событий редактирования, 
слева от нуля отложены делеции, справа от нуля – инсерции, цифрами указано, сколько нуклеотидов удалено или вставлено. По оси ординат отложен процент 
выявленных событий
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Рис. 5. Схема эксперимента. А – плазмиды, кодирующие компоненты систем CRISPR-SpCas9 и CRISPR-AsCpf1, трансфицировали 
в клетки HEK293FT. In vivo в ядрах клеток происходила транскрипция ДНК плазмиды и синтез направляющей РНК (gRNA), мРНК 
нуклеаз Cas (Cas-mRNA) и флуоресцентного белка GFP. В цитоплазме происходила трансляция мРНК и сборка комплексов CRISPR-
Cas:gRNA, которые перемещались в ядро и вносили двуцепочечные разрывы в ДНК целевых районов (ДНК-мишень). По наличию 
сигнала белка GFP, закодированного в плазмиде pX458, определяли уровень трансфекции плазмид в клетки линии HEK293FT. 
Б – выделяли ДНК клеток линии HEK293FT, амплифицировали целевой район методом полимеразной цепной реакции (ПЦР), 
определяли последовательность нуклеотидов ДНК по Сэнгеру и анализировали секвенограммы при помощи алгоритма TIDE
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домашнего хозяйства ACTB, хроматин которого 
мы считаем открытым. Разброс значений покры-
тия прочтений ДНК для локуса AAVS1 составляет 
от 23,3 до 68,9% относительно гена ACTB.

Наряду с этим в локусе AAVS1 (интрон 1 гена 
PPP1R12C) с  помощью программы BLAT (http://
genome.ucsc.edu) были выявлены потенциальные 
сайты регуляторных элементов cCREs (candidate 
cis-Regulatory Elements), а именно потенциальные 
энхансеры (см. рис. 2Б). Элементы cCREs выявля-
ются в районах открытого хроматина (свободного 
от нуклеосом), гиперчувствительных к  ДНКазе  1 
(см. рис. 2Б, В). Таким образом, можно считать, что 
район AAVS1, в  котором расположен протоспей-
сер в клетках HEK293, содержит открытый хрома-
тин, доступный для связывания белков комплекса 
CRISPR-Cas, а район safe harbor на первой хромо-
соме GSH-Ch1 – закрытый хроматин, который мо-
жет быть проблемным для активности AsCpf1. Ген 
MYBPС3 неактивен в клетках HEK293, однако зна-
чения покрытия прочтений ДНК в экспериментах 
ATAC-seq в этом случае варьируют от 6,6 до 27,1% 
относительно гена домашнего хозяйства ACTB. 
Мы оценили плотность прочтений в эксперимен-
тах ATAC-seq, проведенных на кардиомиоцитах, 
полученных из ИПСК, в  гене MYBPС3, который 
экспрессируется в клетках. Анализ данных показы-
вает, что транскрипционно активный ген MYBPC3 
действительно приобретает черты открытого хро-
матина. Интересно, что хроматин локуса GSH-Ch1 
в  кардиомиоцитах также становится открытым 
в отличие от HEK293 (см. табл. 3).

Примеры картирования прочтений в исследуе-
мых районах клеток HEK293FT даны на рис. 2В (ло-
кус AAVS1), 3Б (локус GSH-Сh1), 4 (ген MYBPC3).

Протоспейсеры для нуклеаз SpCas9 и  AsCpf1 
были клонированы в соответствующие плазмиды 
(см. табл. 2), и с помощью электропорации прове-
дена доставка кодирующих конструкций в клетки 
HEK293FT. Уровень трансфекции оценивали по 
флуоресценции белка EGFP, который присутствует 
в плазмиде pX458, кодирующей белок SpCas9 и на-
правляющей sgRNA (доставка конструкции проис-
ходила в 70% клеток). Уровень доставки плазмид, 
кодирующих компоненты CRISPR-AsCpf1, счита-
ли таким же. Далее геномную ДНК выделяли спу-
стя 48 часов после трансфекции, целевые районы 
амплифицировали и секвенировали. Полученные 
данные секвенограмм были проанализированы 
с  помощью алгоритма TIDE (рис. 5). Программа 
статистически оценивает вероятность присут-
ствия делеций и инсерций, появившихся в районе 
протоспейсера после негомологичной репарации 
разрывов ДНК, и представляет результаты в виде 

диаграмм, на которых можно оценить степень ак-
тивности системы CRISPR-Cas в целевом районе.

Как и  ожидалось, в  локусе AAVS1 нуклеазы 
SpCas9 и  AsCpf1 эффективно взаимодействова-
ли с  хроматином (рис. 6А). По данным програм-
мы TIDE, общая эффективность редактирования 
составляла 51,1%  для SpCas9 и  23,6% для AsCpf1. 
В  локусе GSH-Ch1 была активна исключительно 
SpCas9 (46,2%), в  то время как нуклеаза AsCpf1 
вносила разрывы в  хроматин с  очень низкой эф-
фективностью – 7,2% (рис. 6Б). В целевом районе 
гена MYBPC3 эффективность редактирования 
для SpCas9 была равна 57,7%, для AsCpf1 – 18,2% 
(рис. 6В).

Обсуждение и заключение
Открытие программированных нуклеаз CRISPR-
Cas и  создание на их основе инструментов ре-
дактирования генома эукариот позволяют эф-
фективно изучать мутации и  создавать модели 
для изучения наследственных заболеваний. Для 
безопасного и эффективного трансгенеза в гено-
ме человека выявлены специальные GSH-локусы. 
С  целью уменьшения вероятности ошибок ре-
дактирования подбирают более точные нукле-
азы Cas, оценивают разные аспекты  – частоту 
встречаемости PAM, эффективность нуклеазной 
активности в  различных районах хроматина. 
Система редактирования CRISPR-Cas была созда-
на на основе механизмов иммунитета бактерий, 
основанного на специфическом узнавании и рас-
щеплении ДНК вирусов и не была адаптирована 
для расщепления ДНК в  составе нуклеосом, ко-
торые служат структурной единицей хроматина 
эукариот. Участки ДНК, свободные от нуклеосом 
эукариот (так называемый открытый хроматин), 
встречаются в  промоторах и  энхансерах генов  – 
сайтах связывания транскрипционных факторов 
или регуляторных белков. Открытый хроматин 
также присутствует в экзонах и интронах актив-
но транскрибируемых генов [31]. Участки ДНК, 
свободные от нуклеосом, в активных генах обра-
зуются в результате динамического процесса вза-
имодействия ДНК и белков нуклеосом (октамера 
гистонов 2хН2А, 2хН2В, 2хН3 и 2хН4), так назы-
ваемого дыхания нуклеосом за счет привлече-
ния белков ремоделирования хроматина. Данные 
белки узнают активные модификации гистонов 
и  способствуют уменьшению сродства между 
ДНК и  гистонами, за счет чего ДНК чаще оста-
ется свободной от нуклеосом. Эпигенетические 
модификации гистонов активного хромати-
на (например, ацетилированный лизин гисто-
на H3 (H3K9ac, H3K27ac) в положении 9 или 27, 
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Rationale: The development of eukaryote ge-
nome engineering tools based on CRISPR-Cas 
programmable bacterial nucleases systems opens 
wide horizons for gene therapies, human disease 
cell modeling, as well as investigation into mani-
festation of disease phenotypes and visualization 
of cellular processes. The safety and approxima-
tion of experiments both at the cellular and or-
ganismal levels depend on the accuracy of intro-
ducing double-stranded breaks into the target 
DNA regions. The search for new variants of more 
accurate CRISPR-Cas nucleases and evaluation of 
their ability to hydrolyze nucleosome DNA in vivo 
is considered a critical task for the development of 
the genome engineering technologies.
Aim: To analyze the activity of the programmable 
nuclease AsCpf1 (Cas12a), with low level of off-tar-
get activity, in the human genome loci that are 
safe for the introduction of transgenic constructs 
(“safe harbor”) and to compare its efficiency with 
that of the widely used SpCas9 nuclease in HEK293 
cells.
Materials and methods: We performed the bi-
oinformatics analysis of the association between 
target regions with nucleosomes and other pro-
teins in the safe harbor loci AAVS1 and GSH-Ch1 
and the transcriptionally inactive gene MYBPC3 
(cardiac myosin binding protein 3) based on ATAC-
seq data for the HEK293FT cells obtained from the 
NCBI SRA database. Plasmids encoding SpCas9 
and AsCpf1 nucleases and guide RNA to the target 
regions were constructed and transfected into the 
HEK293FT cells. Events in the target regions of the 
HEK293FT cell genome were studied in the seque-
nograms with the TIDE algorithm.

Results: The results of the ATAC-seq experiments 
for HEK293FT cells have shown that the AAVS1 lo-
cus can be referred as open chromatin with a low 
nucleosome density, while the GSH-Ch1 locus can 
be attributed to closed chromatin. In HEK293FT 
cells, the cardiac MYBPC3 gene has intermediate 
chromatin density. Assessment of the efficiency 
of introducing breaks into the studied HEK293FT 
cell chromatin loci by nucleases has shown that 
SpCas9 is able to cope with chromatin of any nu-
cleosome density, while AsCpf1 can effectively 
introduce DNA breaks only at loci with open chro-
matin, such as AAVS1 and MYBPC3. Editing events 
occur at a very low rate at the GSH-Ch1 locus with 
a high nucleosome density.
Conclusion: We have found low efficiency of the 
AsCpf1 nuclease in the genomic safe harbor locus 
GSH-Ch1, which is characterized by a high nucle-
osome density. When planning an experiment on 
AsCpf1 nuclease genome editing, the epigenetic 
chromatin landscape and the nucleosome density 
should be considered, as well as chromatin open-
ing substances should be used.

Key words: gene editing, CRISPR-Cas nuclease 
SpCas9 and AsCpf1, guide RNA, nucleosomes, 
open chromatin
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