
Визуализация нуклеома с помощью CRISPR–Cas9 245	 Успехи биологической химии, т. 63, 2023, с. 245–300
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dCas9 – dead Cas9 (мутантная форма белка Cas9, лишен ная каталитической активности); 
FISH – флуоресцентная гибридизация in situ; FLIM – fluorescence lifetime imaging 
(имид жинг, основанный на времени жизни флуоресценции); FP – fluorescent proteins 
(флуо ресцентные белки); FRET – Förster resonance energy transfer (Фёрстеровский 
резо нансный перенос энергии); eGFP – enhanced green fluorescent protein (улучшенный 
зеленый флуоресцентный белок); LTR – long terminal repeat (длинный концевой повтор); 
NGS – next generation sequencing (секвенирование нового поколения); PAM – protospacer 
adjacent motifs (мотивы, расположенные рядом с протоспейсерами); sgRNA – single guide 
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(топо логически ассоциированный домен); TALE – transcription activatorlike effector 
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чело века; ЛНЧ – липидные наночастицы; МРТ – магнитнорезо нанс ная томография; 
ПЦР – полимеразная цепная реакция. 
 Адрес для корреспонденции: vjerdeva@inbi.ras.ru
 Работа выполнена при поддержке Российского научного фонда, соглашение № 221400205.

8 2023 г.

Визуализация нуклеома  
на осноВе системы CRISPR–CaS9:  

oт in vitro к in vivo

Л. Г. МаЛошеНоК 1, 2,  
Г. а. абУшИНоВа1, 2, а. Ю. РязаНоВа1,  

С. а. бРУСКИН1,2, В. В. ЖеРдеВа1

1Институт биохимии им. А.Н. Баха ФИЦ Биотехнологии РАН, 
Москва

2Институт общей генетики им. Н.И. Вавилова РАН, Москва

I. Введение. II. Системы CRISPR–Cas: история открытия, класси
фи кация, применение. III. Современные подходы к изучению 
3Dструктуры генома in vitro и in vivo. IV. доставка CRISPR–Casком
понентов в целевые клетки. V. Молекулярный имиджинг нуклеома 
с использованием CRISPR–Cas9. VI. заключение. 

I. ВВеДение
для понимания того, как функционирует геном любого организма, 
необ ходимо установить не только линейный порядок расположения 
генов и их регуляторных элементов на хромосомах, но и пространст
вен ную (3D) организацию хроматина, а также изменения этой 
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орга ни зации во времени. для подобных целей проводятся работы 
по кар ти рованию 4Dнуклеома, то есть трехмерного нуклеома на 
вре менной шкале. Такие работы является одним из приоритетных 
направ лений исследований всемирной программы и программы 
Нацио нального института здравоохранения Сша (NIH) по изучению 
нук леома [1]. Проекты по картированию 4Dнуклеома сочетают в 
себе пере довые технологии трехмерной геномики, секвенирование 
отдель ных клеток и визуализацию с высоким разрешением для изуче
ния того, как формируется, поддерживается и реорганизуется трех
мер ный нуклеом при разных условиях в различных типах клеток, в 
том числе в одиночных клетках. В 2022 году представлен Nucleome 
Browser (http://www.nucleome.org) – интерактивная мультимодальная 
плат форма визуализации, включающая 2292 геномных трека и 732 
набора нуклеомных изображений [2].
 Система CRISPR–Cas9 принадлежит к тем открытиям, которые 
вско лыхнули научный мир. Всемирное признание к CRISPR пришло 
в 2012 году после опубликования работы Эммануэль шарпантье и 
джен нифер даудны в журнале Science [3]. В 2020 году их работа была 
отме чена Нобелевской премией (https://www.nobelprize.org/prizes/
chemistry/2020/pressrelease/). На сегодняшний день на основе системы 
CRISPR–Cas9 разработаны различные технологии редактирования 
генома и даже начаты работы по их доклинической и клинической 
апро бации [4]. Прижизненное флуоресцентное мечение нуклеома в 
клетках – еще одно большое направление, реализуемое с помощью 
сис темы CRISPR–Cas9 [5]. Переход к визуализации внутриядерной 
организации нуклеома на уровне живого организма является весьма 
заман чивым. Кроме того, прижизненная визуализация на основе 
CRISPR–Cas9 может помочь интенсифицировать поиск мишеней 
для терапии как моногенных, так и полигенных заболеваний [4, 
6]. Имею щийся в распоряжении исследователей арсенал методов 
моле кулярного имиджинга мог бы помочь в продвижении данного 
направления на уровень in vivo, связав визуализацию геномных локу
сов с определенной морфологической структурой ткани и/или органа.  
 В данном обзоре нам представлялось интересным обратить 
вни мание на разработку различных способов мечения нуклеома на 
основе системы CRISPR–Cas9, включающей также и другие метки, 
перспек тив ные с точки зрения визуализации трехмерного нуклеома 
в живом организме в режиме реального времени.
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II. системы CRISPR–CaS: истоРия откРытия, 
классиФикация, ПРименение

Впервые система CRISPR–Cas была обнаружена в 80х годах прош
лого века у Escherichia coli [7], а чуть позже – у архей [8], хотя пони
ма ние ее роли как системы приобретенного иммунитета у бактерий 
пришло значительно позже [9, 10]. На данный момент системы 
CRISPR–Cas обнаружены в геномах большинства архей и почти 
поло вины бактерий [11]. Помимо этого, системы CRISPR–Cas или 
их отдельные компоненты широко распространены в мобильных 
гене тических элементах (вирусах, транспозонах, плазмидах) и часто 
распро страняются путем горизонтального переноса [12].
 CRISPRкассета – это набор повторяющихся последовательностей 
дНК, называемых короткими палиндромными кластерными повто
рами, или CRISPR (clustered regularly interspaced short palindromic 
repeats). Локусы CRISPR разделены спейсерами – отличающимися 
друг от друга фрагментами дНК, которые соответствуют частям гено
мов вирусов, когдалибо заражавших данную бактерию. благодаря 
встраи ванию в геном бактерии, эти участки вирусных геномов пере
даются дочерним клеткам при делении. К CRISPRкассете всегда 
прилегает однотипная группа генов, названных cas (CRISPRasso
ciated genes) [13].
 Изначально некоторые исследователи предполагали, что белки 
Cas участвуют в репарации дНК [14]. Но открытие того факта, что 
спейсерные последовательности соответствуют чужеродным гене ти
чес ким элементам, привело к появлению гипотезы, что CRISPR–Cas – 
это иммунная система, защищающая микроорганизм от вторжения 
мобиль ных генетических элементов [15–17]. Вскоре данная гипотеза 
была подтверждена экспериментально [18]. Впоследствии было пока
зано, что системы CRISPR–Cas также участвуют в регуляции многих 
физио логических процессов бактерий и архей, связанных с передачей 
сигналов, репарацией дНК, программируемой клеточной смертью. 
В некоторых случаях они влияют на вирулентность болезнетворного 
микро организма [19].
 В самом общем виде механизм иммунной защиты, опосредо
ван ной CRISPR–Cas, выглядит следующим образом. Происходит 
транскрипция CRISPRкассеты, и образуется длинная РНК, в 
кото рой уникальные последовательности спейсеров разделены 
шпиль ками, обра зовавшимися из палиндромных повторов. Такая 
РНКпред шественник подвергается процессингу: из нее обра
зуются короткие CRISPRРНК (crRNA), содержащие отдельные 
спейсеры. один или нес колько белков Cas связываются с crRNA, 
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образуя так называемый эффек торный комплекс. Этот комплекс 
связывается с протоспейсером – участком чужеродной дНК или РНК, 
комплементарным спейсеру crRNA. затем происходит расщепление 
чужеродной дНК или РНК – или за счет собственной активности 
белка Cas, или с привлечением дополнительных нуклеаз [9]. 
 для того чтобы расщеплению подвергался именно чужеродный 
гене тический материал, необходимо отличать спейсеры, вошедшие 
в собственную систему CRISPR–Cas, от протоспейсеров в составе 
чуже родной дНК. для этого системы CRISPR–Cas распознают 
корот кие нуклеотидные последовательности, расположенные рядом 
с протоспейсерами (protospacer adjacent motifs, PAM). длина РаМ 
состав ляет 2–5 пар нуклеотидов; они располагаются в чужеродной 
дНК рядом с протоспейсерами, а в спейсерах отсутствуют [20]. белки 
Cas сканируют длинные участки дНК в поисках PAM, а при нахож
дении PAM расплетают смежный с ним участок двойной спи рали. 
одноцепочечный участок дНК становится доступным для гибри
ди зации со спейсером crRNA. образующаяся при этом структура, 
состоящая из гетеродуплекса дНК/РНК и одноцепочечной дНК, 
назы вается Rпетлей. Те системы CRISPR–Cas, которые узнают 
чуже родную РНК, не требуют наличия PAM [20]. 
 Несмотря на значительное структурное разнообразие, защитное 
действие любой системы CRISPR–Cas можно подразделить на три 
функ циональных этапа: 1 – адаптация (приобретение новых спейсе
ров), 2 – экспрессия (биогенез crRNA) и 3 – интерференция (уничто
жение чужеродного генетического материала) [11]. адаптационный 
модуль включает интегразу Cas1 (ключевой фермент, необходимый 
для инсерции новых спейсеров) и структурный белок Cas2. Также в 
этот модуль могут входить другие белки, такие как нуклеаза Cas4 (в 
зависимости от типа системы). Экспрессионный модуль отвечает за 
про цессинг предшественника crRNA; в большинстве систем он пред
став лен ферментом Cas6, хотя встречаются и другие варианты (см. 
далее). Интерференционный модуль – это эффекторный комплекс, 
узнаю щий последовательностьмишень и разрезающий чужеродную 
дНК или РНК. Устройство эффекторного комплекса – это один из 
основ ных признаков, учитываемых при построении классификации 
систем CRISPR–Cas. В некоторых системах встречается также вспо
мо гательный модуль – дополнительные гены, функции которых 
зачастую неизвестны, но которые расположены рядом с основными 
генами системы CRISPR–Cas [21].
 Среди генов cas нет ни одного такого, который бы присутствовал 
во всех системах CRISPR–Cas без исключения, что делает задачу 
клас си фикации этих систем довольно сложной [21, 22]. Наиболее 
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совре мен ный вариант классификации систем CRISPR–Cas содержит 
2 класса, 6 типов и 33 подтипа [21]. Этот вариант основан на слож ной 
вычислительной стратегии, которая учитывает наиболее харак тер ные 
(сигнатурные) гены для каждого типа и подтипа, включает срав нение 
наборов генов и организации геномных локусов, а также под ра зу
ме вает построение филогенетического древа на основе сходства 
пос ле до вательностей тех генов, которые являются консер вативными 
внутри каждого из подтипов. 
 К классу 1 относят те системы CRISPR–Cas, в которых эффектор
ный комплекс содержит несколько белков Cas. Системы класса 1 
широко распространены и подразделяются на типы I, III и IV в зави
си мости от того, в каких комбинациях в эффекторном комплексе 
прису тст вуют следующие белки: Cas3 (иногда слитый с Cas2), Cas5, 
Cas6, Cas7, Cas8, Cas10 и Cas11 [21]. 
 В системах типа I эффекторный комплекс называется Cascade 
(CRISPRassociated complex for antiviral defense) [23, 24]. После того, 
как Cascade связывается с последовательностьюмишенью в дНК, 
учас ток комплементарной цепи дНК остается в одноцепочечном 
сос тоя нии и расщепляется белком Cas3 [25, 26]. Фактически, Cas3 – 
это естественная химера хеликазы и нуклеазы, в которой хеликазная 
активность является аТФзависимой и проявляется в отношении 
дуплексов дНК/дНК и РНК/дНК, а нуклеазная активность не требует 
аТФ [25, 26]. Cas3 является характерным белком систем CRISPR–Cas 
типа I [22].
 Системы CRISPR–Cas типа III уникальны тем, что узнают и унич
тожают транскрипционно активный чужеродный генетический мате
риал. Эффекторный комплекс узнает последовательностьмишень в 
чуже родной мРНК во время транскрипции, что приводит к распо
ло жению комплекса в транскрипционном пузыре и последующей 
деградации одноцепочечной дНК. Разрезание РНК производит белок 
Cas7, гидролиз одноцепочечной дНК – Cas10 [27–29]. Характерным 
бел ком системы CRISPR–Cas типа III является многодоменный белок 
Cas10 [22]. для систем типа III типично наличие генов вспо мо га тель
ного модуля [21]. 
 Системы CRISPR–Cas типа IV отличаются минимализмом: в 
них зачастую отсутствуют как белки адаптационного модуля, так и 
нуклеазы интерференционного модуля. Только белки Cas5 и Cas7 
легко обнаруживаются за счет сходства их аминокислотных после
до вательностей с аналогами в системах CRISPR–Cas других типов. 
Системы типа IV обнаруживаются почти исключительно в плазмидах 
и профагах [21].
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 К классу 2 относят те системы CRISPR–Cas, в которых эффектор
ный комплекс содержит один многодоменный белок – Cas9, Cas12 
или Cas13. они встречаются на порядок реже, чем системы класса 
1 [30]. Класс 2 подразделяют на типы II, V и VI. Целенаправленный 
поиск систем CRISPR–Cas с помощью вычислительных технологий 
в послед нее время привел к открытию многочисленных новых подти
пов класса 2 [21]. 
 В системах типа II характерным является белок Cas9, имеющий 
2 нуклеазных домена: HNH и RuvC, причем аминокислотная после
до вательность домена HNH разбивает на части последовательность 
домена RuvC [21]. белки Cas9 узнают Gбогатую PAMпоследо ва
тель ность и расщепляют дНКмишень, образуя тупые концы или же 
липкие концы длиной 1 нуклеотид [31]. для выполнения функций 
как адаптационного, так и интерференционного модуля в системах 
этого типа требуется дополнительная некодирующая РНК – транс
ак ти вирующая РНК (transactivating CRISPR RNA, tracrRNA). она 
комплементарна повторам CRISPR и потому формирует РНКдуп
лекс с каждым из повторов в предшественнике crRNA. Связы ва ние 
с белком Cas9 стабилизирует эти РНКдуплексы; затем они под вер га
ются расщеплению ферментом, не входящим в систему CRISPR–Cas, – 
бак те риальной РНКазой III [32, 33]. закодирована tracrRNA рядом с 
генами локуса CRISPR–Cas или между ними [34].
 Среди белков Cas9 первым был охарактеризован биохимически 
Cas9 из бактерии Streptococcus pyogenes (SpyCas9), и потому он 
используется в большинстве работ по генетической инженерии 
с помощью систем CRISPR–Cas [35]. Этот крупный белок (1368 
амино кис лотных остатка) имеет форму полумесяца размером при
мерно 100 Å × 100 Å × 50 Å [36]. Структурно он состоит из двух 
долей: узнающей (REC) и нуклеазной (NUC). доли соединены 
двумя линкерами, один из которых представляет собой спираль, 
бога тую остатками аргинина, а другой неупорядочен. Узнающая 
доля состоит из трех альфаспиральных доменов (REC1, REC2 и 
REC3) и отвечает за связывание гидовой РНК и дНК. В составе нук
леазной доли домен HNH обеспечивает расщепление той цепи дНК, 
которая комплементарна гидовой РНК, а домен RuvC – некомпле
мен тарной цепи дНК. домены RuvC и HNH не гомологичны друг 
другу; их активные центры находятся на расстоянии около 25 Å 
друг от друга, причем в случае домена HNH активный центр явля
ется неструктурированным в отсутствие нуклеиновых кислот 
[36]. В Сконцевой области нуклеазной доли располагается домен, 
обус ловливающий взаимодействие с PAMпоследовательностью 
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(PIдомен) [37]. белок SpyCas9 узнает PAMпоследовательность 
5′NGG3′ (или, с меньшей вероятностью, 5′NAG3′) [3, 32]. 
 В системах CRISPR–Cas типа V характерным является белок 
Cas12. Это многодоменный белок, в структуре которого выделяют 
узнающую и нуклеазную доли по аналогии с Cas9. Характерная 
черта Cas12 – наличие нуклеазного домена RuvC, способного вносить 
двух це почечные разрывы в чужеродную дНК, при отсутствии домена 
HNH. Требования к наличию дополнительных РНК варьируют в 
зависимости от подтипа системы. Эффекторный комплекс, состоя щий 
из белка Cas12a и crRNA, полностью функционален без какихлибо 
допол нительных РНК. белку Cas12b, наподобие Cas9, тре буется 
tracrRNA для созревания crRNA и расщепления дНКмишени [38]. 
В случае белков Cas12c и Cas12d как для процессинга предшест вен
ника crRNA, так и для гидролиза дНКмишени необходима молекула 
короткокомплементарной нетранслируемой РНК (shortcomple
men tarity untranslated RNA, scoutRNA) – недавно открытый третий 
вариант короткой РНК, закодированной в системе CRISPR–Cas [39]. 
В большинстве случаев белки Cas12 узнают Tбогатую PAMпос ле
до вательность и расщепляют дНКмишень, образуя 5′липкие концы 
длиной 5 нуклеотидов (в случае Cas12a), 7 нуклеотидов (в случае 
Cas12b) или 9 нуклеотидов (в случае Cas12d) [31, 39]. Мишенями 
систем CRISPR–Cas типа V могут быть двухцепочечные дНК, одно
це почечные дНК или РНК в зависимости от подтипа системы [21].
 В системах CRISPR–Cas типа VI характерным является белок 
Cas13, а в качестве мишени выступают РНКтранскрипты чужерод
ного генома [21]. Cas13 выполняет функции как экспрессионного, так 
и интер ференционного модулей: участвует как в процессинге crRNA, 
так и в гидролизе РНКмишени. Интересно, что эти две функции осно
ваны на двух разных рибонуклеазных активностях: для гидролиза 
одноцепочечной РНКмишени требуется взаимодействие доменов 
HEPN1 и HEPN2 внутри молекулы Cas13, а для процессинга crRNA 
необ ходимо взаимодействие доменов HEPN2 и Helical1 [40].
 Способность систем CRISPR–Cas с высокой специфичностью 
узна вать заданную нуклеотидную последовательность в протяженной 
геномной дНК – это свойство, значение которого для биотехнологии 
и медицины сложно переоценить. Системы CRISPR–Cas были поло
жены в основу технологии точного редактирования генома эукариот 
[3, 41]. для удобства использования crRNA и tracrRNA могут быть 
слиты в одну молекулу – единую направляющую, или гидовую, 
РНК (single guide RNA – sgRNA) [3]. Таким образом, минимальная 
сис тема для редактирования генома состоит всего из двух частей: 
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много до менного белка Cas9 и химерной sgRNA. Участокмишень 
в дНК задается с помощью последо вательности спейсера в sgRNA. 
Выбор мишени несколько ограничен тем, что рядом с ней должна 
рас по лагаться PAMпоследовательность, узнаваемая Cas9. белки 
Cas из разных систем CRISPR–Cas и разных организмов узнают 
разные PAMпос ледовательности. однако сродство белка Cas к опре
де ленной PAMпос ледовательности можно изменить с помощью 
мутагенеза [42]. 
 На данный момент для точного редактирования генома эукариот 
широко используются системы CRISPR–Cas9 и CRISPR–Cas12a [43, 
44]. они вносят в дНК двухцепочечные разрывы, которые затем 
репарируются в клетке путем гомологичной рекомбинации или 
негомо логичного соединения концов дНК [45]. Многие исследо
ва тель ские группы работают над усовершенствованием систем 
CRISPR–Cas для еще большего повышения их специфичности [46]. 
Редак ти рование генома производят не только в медицинских целях 
[47]. Также выполняют редактирование генома у микроорганизмов 
[48], у растений в сельском хозяйстве и садоводстве [49–54]. Появ
ляются первые работы, в которых для редактирования генома эука
риот используют системы CRISPR–Cas типа I [55–57].
 Помимо этого, системы CRISPR–Cas используются в различных 
аналитических методах для детекции дНК [58, 59], в том числе для 
диаг ностики SARSCoV2 [60]. Стоит подчеркнуть, что для диаг нос
тики инфекций, вызванных РНКсодержащими вирусами, исполь
зуется система CRISPR–Cas13, узнающая РНК [61]. С точки зрения 
молеку лярной диагностики системы CRISPR–Cas обладают несколь
кими существенными преимуществами: высокой специфичностью, 
высокой чувствительностью, простотой и низкой стоимостью. Уже 
созданные методы позволяют детектировать следующие патогены: с 
помощью Cas9 – вирус зика, с помощью Cas12 – туберкулез, папил
ло ма вирус человека, ВИЧ1, вирусы гепатита B и SARSCoV2, 
с помощью Cas13 – вирусы SARSCoV2, денге и зика; причем 
времен ные затраты на такую диагностику не превышают 3 часов 
[62]. Возможно построение на основе CRISPR–Cas биосенсоров для 
детек ции молекул, не являющихся нуклеиновыми кислотами [63, 64].
 Точечные мутации, уничтожающие способность белка Cas9 гид
ро лизовать дНК (D10A в домене RuvC и H840A в домене HNH), не 
нарушают связывания этого белка с последовательностьюмишенью 
[65]. Такой каталитически неактивный белок получил название dCas9 
(dead Cas9). аналогичные каталитически неактивные варианты были 
получены и для других белков Cas: dCas12a [66], dCas12b [67] и 
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dCas13 [68]. Это открытие существенно расширило области приме
нения систем CRISPR–Cas: любой функционально активный домен, 
слитый с dCas, может быть доставлен к заданным геномным локусам. 
В качестве таких функционально активных доменов могут быть регу
ляторы транскрипции, факторы ремоделирования хроматина, фер
менты, модифицирующие гетероциклические основания, флуорес
цент ные метки и др. [69]. Таким образом, стало возможным говорить 
о редак тировании эпигенома [70, 71].
 Системы CRISPR–Cas типа I тоже возможно использовать с целью 
программируемой репрессии генов, а не редактирования генома. 
для этого требуется удалить ген, кодирующий нуклеазу Cas3 [72]. 
однако тот факт, что комплекс Cascade в системах типа I состоит из 
нес коль ких белков, существенно ограничивает его применение.
 Поскольку Cas9 и dCas9 являются очень крупными белками, а 
значит, кодируются длинными генами, проводятся работы по умень
ше нию их размера для облегчения их доставки в клетки. Показано, 
что dCas9 из Streptococcus pyogenes сохраняет свою дНКузнающую 
акти вность in vitro and in vivo даже после удаления примерно трети 
своей аминокислотной последовательности (4 участка в доменах 
REC2, REC3, HNH и RuvC) [73]. С точки зрения удобства доставки 
перспек тивными также являются миниатюрные белки из недавно 
откры той группы Cas12f, способные расщеплять двухцепочечную 
дНК в PAMзависимой манере, несмотря на то, что их длина состав
ляет всего лишь 422–603 аминокислотных остатков [74, 75].
 ортологи dCas9 из разных организмов узнают различные PAMпос
ле довательности, а потому могут быть использованы для работы с 
нес колькими дНКмишенями одновременно. Такие dCas9 также 
отли чаются друг от друга по размеру, что может способствовать их 
дос тавке в клетки. Известно, что узнаваемую определённым орто ло
гом PAMпоследовательность можно изменить с помощью внесения 
моди фикаций в аминокислотный состав PIдомена dCas9, а также 
что узнавание PAMпоследовательности не всегда бывает строгим и 
потому специфичность связывания может меняться в зависимости от 
выбран ного вариабельного нуклеотида в PAMпоследовательности. 
благодаря таким свойствам ортологи dCas9 используются для одновре
менного мечения различных локусов хроматина в одной клетке [76].
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III. соВРеменные ПоДХоДы к изуЧениЮ 
3D-стРуктуРы Генома in vitro и in vivo

Существующие на сегодняшний день подходы к изучению 3Dструк
туры генома и визуализации локусов хроматина можно разделить 
на две боль шие группы. обе группы развивались независимо друг 
от друга и не применялись одновременно, несмотря на фактически 
общие цели. К первой группе относятся подходы, при проведении 
которых произ водится фиксация клеток: 1) 2D и 3DFISH; 2) методы, 
осно ванн ые на 3С (3С, 4С, 5С, HiC); 3) CASFISH. Ко второй группе 
относятся подходы, в которых работа ведётся с живыми клетками, в 
основ ном за счет белков, входящих в системы редактирования генома 
и имеющих возможность связываться с дНК без внесения в неё разры
вов. Таковыми являются: 1) белковые домены TALE или ZFN, сли
тые с флуоресцентными белками (FP); 2) белок dCas9, слитый с FP; 
3) белок dCas9, слитый с полипептидом SunTag; 4) химерные sgRNA, 
в состав которых включены РНКаптамеры, связывающие FP; 5) сис
тема Casilio; 6) фрагменты FP, обеспечивающие комплементацию 
флуо ресценции. В то время как подходы из второй группы являются 
ответвле нием от методов редактирования генома, подходы из первой 
группы, основанные на работе с фиксированными клетками, были раз
ра ботаны и применялись в исследованиях раньше, а потому хорошо 
изучены и имеют больший спектр фактического применения [77].

МеЧеНИе ХРоМаТИНа В ФИКСИРоВаННыХ КЛеТКаХ
Метод флуоресцентной гибридизации in situ (FISH)

Современные успехи в изучении структуры хроматина на разных уров
нях были бы невозможны без классических методов цитогенетики. 
Поэтому рассмотрение этих подходов стоит начать с метода FISH, 
кото рый может гордиться более чем полувековой историей и имеет 
мно жество применений [78]. Несмотря на то, что FISH позволяет 
метить лишь несколько геномных локусов одновременно, этот метод 
поз волил сделать такие открытия, как обнаружение хромосомных 
тер ри торий и динамическое изменение положения геномных локусов 
отно сительно ядерных компартментов во время дифференцировки 
клеток [77].
 На данный момент существует несколько модификаций метода 
FISH. Все они требуют фиксации клеток, денатурации дНК с 
исполь зованием специальных реагентов и гибридизации (отжига) 
дНК с флуоресцентными зондами для дальнейшей визуализации с 
помощью флуоресцентного микроскопа. При 2DFISH производят 
спре ди рование ядер, для чего добиваются набухания клеток в гипо
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тоническом растворе, а затем проводят фиксацию в метаноле и 
уксусной кислоте. Как следствие, данный метод ограничен мече нием 
локусов хроматина лишь в двух измерениях; он позволяет оценить 
пространственное расположение локусов на поверхности рас плас
танного ядра. При 3DFISH проводят фиксацию клеток формаль де
гидом, что позволяет сохранить их форму. Поэтому 3DFISH позво
ляет измерять расстояния между несколькими геномными локусами, 
а также определять вариативность этих расстояний в популяции 
клеток [79, 80]. 
 Хотя метод 3DFISH сложнее в исполнении, чем 2DFISH, он 
имеет большое значение для подтверждения результатов, полученных 
другими методами (например, основанными на 3С – см. следующий 
раздел), так как при этом исследуются препараты, в которых состоя
ние ядер приближено к нативному. Нельзя сказать, что сопоставлять 
резул ьтаты этих методов в полной мере корректно, однако 3DFISH 
имеет неоспоримые сильные стороны: использование нескольких 
раз лич ных флуорофоров позволяет не только визуализировать локусы 
дНК, но и привязать их расположение к морфологии хроматина 
или ядра.
 Недавно разработана технология мультиплексной последова
тель ной гибридизации in situ, позволяющая визуализировать сотни 
геномных локусов и получать изображение с высоким разре ше нием 
для целой хромосомы [81]. В той же работе описана техно логия 
мульти плексной флуоресцентной гибридизации in situ, устой
чивой к ошибкам (MERFISH – multiplexed errorrobust FISH). она 
позво ляет одновременно визуализировать более тысячи геном ных 
локусов и рождающихся РНКтранскриптов. С помощью MERFISH 
возможно характеризовать домены хроматина, ядерные компарт
менты, взаимодействия между разными хромосомами и процессы 
транс крипции в единичных клетках in situ. 

Методы семейства 3С
Методы, основанные на «замораживании» конформации хромосом 
(3С – chromosome conformation capture), используются для самых 
раз ных целей [82–84]. они подразумевают фиксацию клеток (чаще 
всего – формальдегидом), фрагментацию генома эндонуклеазами 
рес трикции и лигирование сближенных в пространстве фрагментов 
дНК между собой. дальнейшие шаги различаются в зависимости от 
вида методики. Таким путем возможно обнаруживать контакты как 
одного хромосомного локуса с другим, так и одного локуса со всем 
гено мом или даже многих локусов друг с другом в целом геноме. 
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 В случае метода 3С [85] после фиксации хроматина проводят 
расщепление дНК с помощью эндонуклеаз рестрикции, оставляю
щих липкие концы. затем полученные фрагменты дНК лигируют по 
липким концам, причем для этой реакции смесь фрагментов дНК 
разбавляют, чтобы проходило преимущественно внутримолекулярное 
лиги рование (внутри ковалентно сшитых фрагментов) [86]. далее про
водят полимеразную цепную реакцию (ПЦР), используя праймеры, 
комплементарные к последовательностям, находящимся в заданных 
участках генома. Продукты амплификации анализируют с помощью 
гельэлектрофореза. Сравнивая эффективность амплификации для 
раз ных пар праймеров, узнают частоту лигирования соответствующих 
пар участков дНК, что отражает частоту взаимодействия этих 
участ ков в геноме [86]. Необходимость использования праймеров 
явля ется недостатком, изза которого метод 3C можно использовать 
для обнаружения взаимного расположения только заранее заданных 
после довательностей дНК. Таким образом, производительность 
метода 3С можно описать как «один к одному», что ограничивает его 
приме нение. Кроме того, 3С может обнаруживать контакт только в 
огра ни ченном диапазоне, не превышающем нескольких сотен кило
баз. для получения данных о взаимодействиях внутри хроматина с 
более высокой пропускной способностью были разработаны нес
колько методов, производных от 3C [82].
 Метод 4C (circular chromosome conformation capture) [87] подразу
ме вает создание маленьких кольцевых молекул дНК. для этого 
дНКматрицы, полученные лигированием в рамках метода 3C, 
расщеп ляют второй эндонуклеазой рестрикции и проводят повторное 
лигирование. затем применяют инвертированную ПЦР, используя 
прай меры к заданной последовательности, для амплификации любых 
взаимо действующих фрагментов. Полученные фрагменты дНК 
анали зируют, используя микрочипы, или с помощью секвенирования 
нуклео тидной последовательности нового поколения (NGS). Такой 
усовер шенствованный метод позволяет оценить взаимодействия 
между одним заданным геномным локусом и всеми другими геном
ными локусами («один против всех») [86, 88].
 В методе 5С (chromosome conformation capture carbon copy) [89] 
проводят гибридизацию дНКматриц, полученных методом 3C, со 
смесью олигонуклеотидов, каждый из которых частично перекры
вается с определенным сайтом рестрикции в заданном локусе. Те 
пары олигонуклеотидов, которые соответствуют взаимодействующим 
участкам генома, после отжига на дНКматрицах оказываются рядом 
друг с другом и потому могут быть лигированы. Каждый из этих 
олиго нуклеотидов несет на 5'конце один из двух вариантов допол
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ни тельной универсальной последовательности. Это позволяет ампли
фи цировать одновременно все продукты лигирования с помощью 
мультиплексной ПЦР. Полученные фрагменты дНК анализируют с 
помощью микрочипов или секвенирования [86]. Метод 5C реализует 
прин цип «многие против многих», позволяющий одновременно 
обна ру живать миллионы взаимодействий за счет использования 
тысяч праймеров в одном анализе. большим достижением метода 
5C явля ется открытие топологически ассоциированных доменов 
(TAD) – участков генома с повышенной частотой контактов внутри 
самих себя [90].
 Метод HiC (highthroughput chromosome conformation capture) [91] 
отличается от 3C тем, что после расщепления эндонуклеазой рестрик
ции липкие концы достраивают нуклеотидами, меченными биотином. 
После этого смесь разбавляют и проводят лигирование тупых концов, 
при чем места лигирования оказываются помечены биотином. Полу
чен ную дНК разрезают и выделяют биотинилированные фрагменты 
с помощью стрептавидина; затем их анализируют путем NGS. Подоб
ная стратегия реализует принцип «все против всех» [77, 86]. 
 еще один метод, близкий к вышеперечисленным, но не входящий 
в семейство 3С, называется ChIAPET (chromatin interaction analysis 
by pairedend tag) [92]. Хроматин фиксируют формальдегидом, фраг
мен тируют ультразвуком и с помощью антител к изучаемому белку 
осаж дают те фрагменты, в которых этот белок находится. Сбли жен
ные в пространстве концы дНК лигируют, продукты лигирования 
ана лизируют секвенированием. Таким образом, в методе ChIAPET 
изучают только те взаимодействия хроматина, которые обусловлены 
опре деленным дНКсвязывающим белком [86].
 Когда встает вопрос о том, в какой степени можно сравнивать 
резуль таты, полученные с помощью FISH и методов, основанных на 
3C, нужно учитывать их сходства и различия. обе группы методов 
осно ваны на химическом сшивании формальдегидом, которое способ
ствует белокбелковым взаимодействиям (за счет остатков лизина, 
триптофана и цистеина) в гораздо большей степени, чем дНКбел
ковым. Хотя реакция сшивания происходит в диапазоне 2–3 Å, более 
удалённые локусы дНК также пришиваются за счет создания белок
белковых сетей. обе группы методов требуют того, чтобы ядра клеток 
были проницаемыми и хроматин был доступен флуоресцентным 
зондам или эндонуклеазам рестрикции. особенность метода 3DFISH 
в том, что сшитый хроматин должен быть слегка денатурирован, 
чтобы стала возможной гибридизация зонда и целевой дНК. Этого 
достигают путём нагревания образца в присутствии формамида, сни
жаю щего температуру плавления двухцепочечной дНК, поскольку 
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«обычная» тепловая денатурация могла бы привести к изменению в 
организации ядра и хроматина. особенность методов, основанных на 
3С, состоит в необходимости дробления генома эндонуклеазами рест
рик ции. основная сложность в сравнении результатов этих методов 
заключается в том, что определение 3Dрасстояний в случае FISH 
происходит с помощью микроскопии, а в случае HiC – путем анализа 
результатов секвенирования. Кроме того, неизвестен диапазон, в кото
ром два геномных локуса могут быть сшиты формальдегидом, что 
также является проблемой при сравнении результатов, полученных с 
помощью этих методов. однако на данный момент нет более дейст
вен ного метода подтверждения результатов, полученных с помощью 
HiC, чем FISH [93].
 Поскольку и FISH, и методы, основанные на 3C, подразумевают 
обра зование ковалентных сшивок, все эти методы имеют общий 
сущест венный недостаток: они не позволяют оценить временную дина
мику, которая лежит в основе изменчивости конформации хромо сом.

Метод CASFISH
Перспективным является метод CASFISH – модификация FISH, в 
которой проводят мечение заданных последовательностей дНК с 
помощью каталитически неактивного белка dCas9 [94]. Фиксацию 
клеток проводят смесью метанола и уксусной кислоты, что не 
вызывает денатурации геномной дНК, но позволяет вносить в ядро 
белковонуклеиновые зонды. Такой зонд представляет собой комплекс 
белка dCas9, меченного флуоресцентным красителем через Haloтэг, 
и sgRNA, меченной флуоресцентным красителем другого цвета. 
 Метод CASFISH имеет несколько серьезных преимуществ по 
сравнению с описанными выше методами. Вопервых, процедура 
мечения CASFISH, основанная на белковонуклеиновых зондах, 
более оптимизирована и занимает гораздо меньше времени, чем 
мечение FISH, основанное только на нуклеиновых зондах. Вовторых, 
мягкие условия CASFISH могут лучше сохранять морфологию клеток 
и структуру дНК. Следовательно, CASFISH является полезным 
инструментом для изучения организации генома в сочетании с 
визуализацией одиночных молекул со сверхвысоким разрешением. 
Втретьих, двухкомпонентная природа зондов CASFISH обеспечивает 
большой потенциал для мультиплексирования – одновременного 
использования нескольких флуоресцентных меток. однако у этого 
метода есть и минусы: можно метить лишь ограниченное количество 
локусов генома и нельзя изучать поведение локусов хроматина в 
динамике [94]. 
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МеЧеНИе ХРоМаТИНа В ЖИВыХ КЛеТКаХ
Использование доменов ZFN и TALE  

для мечения локусов хроматина
Первые эндонуклеазы, использованные для редактирования генома, 
содержали домен «цинковых пальцев» (ZFN), слитый с эндонук
леаз ным доменом [95]. домен ZFN состоит из нескольких мотивов 
«цин ковых пальцев» – фрагментов длиной около 30 аминокислотных 
остатков, связывающих ион цинка. Существует несколько типов 
таких мотивов [96]. для геномного редактирования используют 
«клас сический» тип Cys2–His2, который состоит из альфаспирали 
и беташпильки и в котором ион цинка координируют два остатка 
цис теина и два остатка гистидина [96]. Каждый такой «цинковый 
палец» контактирует с 3–4 парами оснований в большой бороздке 
дНК. Можно сконструировать домен, состоящий из нескольких 
таких мотивов и специфически распознающий более длинную после
до ва тельность дНК, что обеспечивает желаемую специфичность в 
отно шении дНКмишени [97]. 
 В то время как домен ZFN отвечает за специфичность слитого белка, 
гидролиз дНК обеспечивает каталитический домен, взятый из эндо
нук леазы рестрикции FokI [98]. особенность этой нуклеазы состоит в 
том, что способность узнавать определенную последовательность дНК 
и способность гидролизовать двухцепочечную дНК обеспечиваются 
разными структурными доменами. если эти домены разъединить 
путем протеолиза, изолированный каталитический домен FokI будет 
рас щеп лять дНК неспецифически [99]. Первая генноинженерная 
химер ная эндонуклеаза была сконструирована путем слияния ката
ли тического домена FokI с гомеодоменом Ultrabithorax дрозофилы 
[100]. Вскоре были созданы химеры каталитического домена FokI с 
узнаю щими доменами ZFN [98, 101]. Каталитический домен FokI 
проявляет свою активность только после димеризации [102], и 
химер ные белки на основе этого домена обладают тем же свойством. 
Поэтому расщепление двухцепочечной дНК происходит только в 
сайтах связывания двух доменов ZFN с противоположными цепями 
дНК, что естественным образом ограничивает нецелевые эффекты. 
 другой вид нуклеаз, используемых для редактирования генома, 
пред ставляет собой химеру бактериального белка TALE (transcription 
acti vatorlike effector) и каталитического домена эндонуклеазы FokI; 
он носит название TALEN (transcription activatorlike effector nuc
lease). аналогично доменам ZFN, домен TALE состоит из повто
ряющихся блоков. Каждый блок – это фрагмент длиной 33–35 
аминокислотных остатков, узнающий одну пару оснований в дНК, 
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причем специфичность узнавания определяется двумя гипервариа
бель ными аминокислотными остатками [97, 103]. активность каж
дого блока не влияет на специфичность связывания соседних бло ков, 
что значительно упрощает конструирование TALEN по срав нению с 
ZFNнуклеазами [97]. 
 Поскольку для мечения геномных локусов не требуется вносить 
раз рывы в дНК, для этих целей создают химерные белки, в которых 
к дНКузнающим доменам ZFN и TALE присоединены флуоресцент
ные белки, а не эндонуклеазный домен. Такие конструкции с успехом 
используют для мечения повторяющихся последовательностей дНК 
[104–108]. В некоторых случаях белки TALE формируют агре гаты. 
Использование флуоресцентно меченного белка TALE, допол ни
тельно слитого с тиоредоксином, позволяет избежать агрегации и 
сущест венно увеличить контрастность при визуализации в живых 
клетках [109]. 

Мечение хроматиновых локусов в живых клетках  
с помощью системы CRISPR–Cas9

открытие каталитически неактивного белка dCas9 стимулировало 
разра ботку основанных на CRISPR–dCas9 методов для неинвазивной 
визуа лизации геномных локусов в живых клетках. Стоит подчеркнуть, 
что флуоресцентная метка может быть введена как в белковый, так 
и в нуклеиновый компонент зонда, состоящего из dCas9 и sgRNA. 
 В случае белка dCas9, слитого с какимлибо флуоресцентным 
бел ком, сигнал от одиночных молекул слишком слаб, поэтому успеш
ная визуа лизация возможна при условии, что мишенью являются 
повто ряющиеся последовательности дНК – например, в теломерах 
[110]. для усиления флуоресцентного сигнала была разработана 
система SunTag [111]. она подразумевает совместную экспрессию 
антитела, слитого с флуоресцентным белком, и полипептида, содер
жа щего многочисленные повторы эпитопа, узнаваемого данным 
анти телом. если белок dCas9 экспрессируют в форме слитого белка 
с таким полипептидом, достигается существенное усиление флуорес
цент ного сигнала: комплекс dCas9–sgRNA узнает уникальную 
после довательностьмишень в геномной дНК, а пришитый к нему 
поли пептид SunTag обеспечивает связывание многочисленных флуо
рес центно меченных антител с одной молекулой dCas9 [111, 112]. 
 В качестве альтернативы химерным белкам dCas9FP возможна 
визуализация геномных локусов с использованием модифи циро
ван ных sgRNA, которые могут рекрутировать слитые с FP белки, 
специфичные для взятой последовательности РНК. Примером 
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может служить химерная sgRNA, которая содержит множественные 
пов торы уникального РНКаптамера, способного специфически 
свя зы вать флуоресцентно меченный белокэффектор [113–115]. 
Наиболее широко используемым аптамером является MS2 – петля 
РНК, полученная из РНК бактериофага MS2, которая может связы
ваться с белком оболочки бактериофага MS2 (MCP) с высокой специ
фичностью и аффинностью [116]. При совместной экспрессии подоб
ной химерной sgRNA с белками dCas9 и МCPFP каждый комплекс 
dCas9–sgRNA может быть помечен множеством молекул FP за счет 
взаимо действий аптамера MS2 с белком MCP. за счет быстрой смены 
молекул белковэффекторов, связываемых аптамером, при таком 
под ходе меньше проявляется фотообесцвечивание, чем при обычном 
мече нии с помощью CRISPR–Cas9 [113].
 другой подход, названный Casilio [117], использует РНКсвязы
ваю щий домен белка семейства мРНКсвязывающего фактора 
Pumi lio/Fem3 (PUF), который может быть запрограммирован на 
связы вание с уникальной 8нуклеотидной последовательностью 
РНК (PUFсвязывающей последовательностью). будучи слитым 
с FP, домен PUF сохраняет специфичность узнавания своей РНК
мишени. Использование sgRNA, содержащей тандемные повторы 
PUFсвязы вающей последовательности, позволяет метить комплекс 
dCas9–sgRNA с помощью нескольких химерных белков PUFFP. 
 еще один подход – это бимолекулярная комплементация флуорес
ценции (BIFC) [118]. В этом случае используют два фрагмента жел
того флуоресцентного белка Venus, которые при взаимодействии 
фор ми руют полноразмерный флуоресцирующий белок. Совместно 
экспрес сируют белок dCas9, слитый с Сконцевым фрагментом 
белка Venus, белок MCP, слитый с Nконцевым фрагментом белка 
Venus, и химерную sgRNA, содержащую аптамер MS2. Сборка 
комп лекса dCas9–sgRNA и связывание белка MCP с аптамером MS2 
при водят к сближению двух фрагментов, из которых формируется 
флуо ресцирующий белок Venus. отношение сигнала к шуму можно 
сущест венно улучшить, если в описанную систему добавить усиление 
сигнала с помощью SunTag: проводят совместную экспрессию белка 
dCas9SunTag с узнающим SunTag антителом, слитым с Сконцевым 
фрагментом белка Venus, а также с белком MCP, слитым с Nконцевым 
фрагментом белка Venus, и с химерной sgRNA, содержащей аптамер 
MS2 [118]. аналогичная система комплементации флуоресценции 
может быть создана на основе другого флуорофора – зеленого флуо
рес центного белка (GFP), разделенного на три фрагмента [119].
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 основные характеристики методов изучения 3Dструктуры генома 
и визуализации локусов хроматина перечислены в таблице 1. Стоит 
под черкнуть, что для прижизненной визуализации геномных локусов 
в неповреждённом ядре с сохранением его 3Dструктуры не под хо
дят методы с фиксацией клеток, спредированием и денатурацией 
дНК, несмотря на их высокое разрешение и специфичность. для 
систем, осно ван ных на доменах TALE и ZFN, основным недос тат
ком является трудоемкость конструирования, так как для каждого 
нового геномного сайта необходимо заново создавать дНКузнаю
щий белковый домен. Напротив, технология CRISPR–Cas9 не требует 
сложного конструирования, так как специфичность достига ется за 
счет комплементарности РНКкомпонента системы и опреде лен ной 
последовательности нуклеотидов в геномной дНК, что сущест венно 
облегчает создание эффекторного комплекса. Учитывая всё выше
ска занное, оптимальным для мечения локусов хроматина в живых 
клет ках можно считать метод, основанный на системе CRISPR–Cas9 
с химерным белком dCas9FP.

Проблемы использования систем CRISPR–Cas9  
и пути их решения

На данный момент неизвестно, как специфичность мечения локусов 
хроматина, а также локализация и транспорт химерного белка 
dCas9FP зависят от конкретного сочетания ортолога dCas9 и флуо
рес центного белка. отмечают определенные минусы этой системы: 
наличие фонового сигнала и задержку химерного белка в различ
ных компартментах клетки [120]. Ниже перечислены основные 
проб лемы, с которыми сталкивались исследователи при попытках 
мече ния участков генома с помощью dCas9FP, и возможные пути 
их преодоления.
 1. Нецелевое связывание. Наиболее часто используемый для 
мече ния хроматиновых локусов ортолог dCas9 из Streptococcus pyo
ge nes имеет короткую PAMпоследовательность (5′NGG3′). Это 
даёт боль шую свободу в выборе последовательности дНКмишени, 
однако вызывает частое связывание с нецелевыми сайтами, что может 
приво дить к ложноположительным сигналам при визуализации [120]. 
для решения данной проблемы можно использовать ортологи dCas9 
из других видов бактерий с различными PAMпоследовательностями. 
Пред почтительнее были бы ортологи, узнающие длинные PAMпос
ле до вательности, что ограничивает как выбор сайтамишени, так 
и неце левое связывание [121]. Кроме того, разработаны варианты 
орто лога Cas9 из Streptococcus pyogenes, отличающиеся большей 
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спе ци фичностью, а также вариант с увеличенным PAM (xCas9) [122], 
кото рые могут быть модифицированы для визуа лизации геном ных 
локусов с большей специфичностью. для ATбогатых PAMпос ле
довательностей может быть использован другой белок – Cas12a.
 2. доступность сайтамишени. Некоторые участки дНК покрыты 
дНКсвязывающими белками (например, белками центромер или 
теломер – шелтеринами) и потому недоступны для посадки комплекса 
dCas9–sgRNA. Кроме того, существуют области дНК с высоким уров
нем топологической недоступности, что тоже препятствует посадке 
на них комплекса dCas9–sgRNA. Чтобы улучшить выбор мишени, необ
ходимо использовать другие методы, такие как ChIPseq [123] и 3С.
 3. Избирательность связывания с мишенью. При использовании 
системы Cas9–sgRNA последовательность спейсера и его длина могут 
влиять на эффективность связывания с сайтоммишенью. Например, 
связывание sgRNA с нетранскрибируемой цепью дНК более эффек
тивно, чем с транскрибируемой цепью. Это может затруднить визуа
ли зацию геномных локусов, содержащих недостаточное количество 
PAMпоследовательностей в нетранскрибируемой цепи. Кроме того, 
имеет место избирательное связывание Cas9 с sgRNA: белок пред поч

Таблица 1. сравнение методов изучения 3D-структуры генома 
и визуализации локусов хроматина

2D FISH 3D FISH
методы, 
основан-

ные на 3с
CaSFISH ZFN+FP и 

TaLEN+FP

методы 
с исполь-
зо ва нием 
CRISPR–

Cas9
Работа с 
живыми 
клетками

– – – – + +

Соблюде
ние спе
ци фич
ности

+/–
(нарушение специфичности изза 
белокбелковых взаимодействий, воз

ни  каю щих изза денатурации)

+ + +

Сохра
не ние 
3Dструк
туры 
хрома тина

– 
(изза 
спре диро
ва ния)

+/– 
(проис
ходит де
нату рация)

+/–  
(происхо дит 
денатура
ция)

+ + +

Слож
ность 
мето дики

низкая средняя высокая средняя высокая 
(сложность 
конст руи ро 
вания ком
п о нен тов 
сис темы)

средняя



Л.Г.Малошенок и соавт.264

ти тельнее связывается с теми гидовыми РНК, в которых последними 
четырьмя нуклеотидами спейсера являются пуриновые основания. 
Небольшое количество динуклеотидов GC в гидовой РНК также 
влияет на эффективность связывания с мишенью [124]. 
 4. Фоновая флуоресценция. Такая проблема существует во всех 
мето диках, использующих флуоресцентную микроскопию. один из 
спо собов улучшить соотношение сигнал/фон – это использование опи
санного выше подхода с комплементацией флуоресценции [118, 119]. 
 5. Визуализация неповторяющихся последовательностей. В то 
время как для визуализации повторяющихся элементов дНК тре
бу ется только одна sgRNA, для визуализации неповторяющихся 
элемен тов нужны несколько уникальных sgRNA. Использование 
опти мизированных условий трансфекции с несколькими sgRNA, 
кло ни рованными в единую плазмиду, сконструированную с помощью 
подхода Golden Gate [125], упрощает процедуру трансфекции и уве
личивает её эффективность. Несмотря на эти достижения, одно вре
мен ная экспрессия нескольких разных sgRNA в одной клетке может 
быть не синхронизирована, поскольку скорость транскрипции разных 
РНК зачастую неодинакова. Чтобы справиться с этой проблемой, 
была раз работана стратегия, в которой экспрессионная плазмида 
коди рует раз личные sgRNA в одном транскрипте, причем каждые две 
sgRNA связаны субстратом, который может быть вырезан с помощью 
рибо нуклеаз. даже в случае успешной одновременной экспрессии 
нес коль ких sgRNA визуализация неповторяющихся областей может 
быть сложной задачей, поскольку разные sgRNA могут конкурировать 
друг с другом за связывание с dCas9. для снижения конкуренции 
между раз личными sgRNA можно использовать несколько ортологов 
dCas9 [120].
 На данный момент наиболее распространённым подходом явля
ется экспрессия белка dCas9 из Streptococcus pyogenes, слитого с 
улуч шенным зеленым флуоресцентным белком (eGFP), в сочетании 
с одной или несколькими sgRNA [110]. Также используется метод 
мечения sgRNA флуоресцентными молекулами [126, 127]. однако 
оба подхода имеют свои минусы, описанные выше. Метод с флуорес
цент ным мечением РНК позволяет метить до шести локусов дНК 
одно временно без использования различных ортологов dCas9 [127], в 
то время как первый метод ограничен числом имеющихся химер орто
логов dCas9FP, хотя и даёт меньшую фоновую флуоресценцию [94]. 
Лишь в единичных работах встречается использование таких химер с 
разными ортологами dCas9 (NmdCas9 и StdCas9) и флуоресцентными 
белками [128], причем нигде не была проведена оптимизация таких 
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химер путём сочетания различных ортологов и флуоресцентных 
белков. В одной из работ для увеличения соотношения сигнал/
фон была разработана конструкция, несущая dCas9FP, слитый с 
пос ле довательностямимишенями для соответствующих sgRNA, 
поме ченных флуо ресцентным пептидом [129]. Практически во всех 
прове дённых с помощью таких методов работах проверка полу
чен ных результатов проводилась с помощью метода FISH [110]. 
В большинстве имеющихся работ в качестве мишеней для повто
ряю щихся последовательностей были выбраны теломеры [128] или 
центромеры [94], а в качестве неповторяющихся локусов – после до
ва тельности генов MUC1 и MUC4 [110].

IV. ДостаВка CRISPR–CaS-комПонентоВ  
В целеВые клетки

для правильной работы системы CRISPR–Cas9, чьи компоненты 
неста бильны, подвержены деградации и тяжело проникают в клетки, 
необ ходимо подобрать оптимальный способ их доставки в клетки
мишени. На сегодняшний день используют три основных метода 
дос тавки: физические методы, вирусные и невирусные векторы.

ФИзИЧеСКИе МеТоды

Физические методы используются часто, поскольку они просты и 
эффективны. Их можно разделить на два классических и два новых. 
Такие методы применяют в экспериментах как in vitro, так и in vivo. 
 Микроинъекция представляет собой введение определённых 
моле кул в клетки или их компартменты (например, ядро) через 
мик ро капиллярную пипетку. основное преимущество этого метода 
заключается в том, что его можно использовать для любых клеток, 
поскольку механизм введения от типа клеток не зависит. Мик ро
инъек ции компонентов CRISPRсистемы в ядра одиночных быстро
деля щихся клеток использовали для получения нокаутных и транс
ген ных животных. Хотя такой метод очень эффективен, он имеет 
сущест венный недостаток: микроинъекцию необходимо проводить 
в каждой клетке [130].
 При электропорации приложение высокого напряжения вызывает 
образование пор в клеточных мембранах, через которые в клетку могут 
проникнуть путем трансфекции необходимые молекулы (как ex vivo, 
так и in vivo). Этот метод был использован для получения Вклеток, 
экспрес сирующих терапевтические белки после дифференцировки 
[131]. Электропорация является токсичной, поскольку возможно 
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сущест венное повреждение клеточной мембраны, приводящее к её 
пос тоянной пермеабилизации. 
 При трансмембранной интернализации с помощью мембранной 
фильтрации (TRIAMF) клетки выдавливают через мембрану, поры 
которой меньше диаметра самой клетки, изза чего в клеточной мемб
ране временно образуются поры. Этот метод позволяет доставлять 
рибо нуклеопротеины в гемопоэтические стволовые клетки (HSPC), 
которые, как правило, слабо поглощают экзогенные молекулы и тре
буют более прямых методов трансфекции. Эффективность TRIAMF 
срав нима с электропорацией, а цитотоксичность – меньше [132].
 В случае индуцированной трансдукции осмоцитозом и пропан
бетаином (iTOP) к клеткам добавляют гипертонический раствор 
хлорида натрия с пропанбетаином, и эти компоненты вызывают 
образование эндосом за счет макропиноцитоза. Это обеспечивает как 
поглощение белков, так и их высвобождение посредством разрушения 
эндосомальной мембраны [133]. 

ВИРУСНые МеТоды

Процесс переноса дНК между клетками при помощи вирусов 
называется трансдукцией. Вирусные векторы являлись одним из 
первых методов доставки компонентов системы редактирования 
CRISPR–Cas, поскольку они способны обеспечить высокую специ
фич ность и минимальную цитотоксичность. Вирусные векторы дол
жны соответствовать определённому перечню требований: 
 1) вектор должен быть репликативно дефектным (способным 
только на один цикл инфекции и интеграции в геном); 
 2) интегрировавшийся вирусный геном должен быть способен 
экспрес сировать чужеродный ген, но не способен образовывать новые 
вирус ные частицы, которые далее инфицируют другие клетки; 
 3) необходимо разделение цис и трансдействующих элементов 
генома. Трансактивирующие элементы генома (т.н. вспомогательные 
гены или белки) удаляют и заменяют их трансгеном. Трансфакторы 
достав ляют при помощи транскомплементирующих векторов или 
с помощью вирусных частиц, продуцируемых упаковывающими 
клетками.
 На данный момент существуют три основных вида вирусных 
век торов доставки: ретровирусные, аденовирусные и на основе 
адено ассоциированных вирусов. Их характеристики представлены 
в таблице 2 (по [134]). 
 Исторически первыми были использованы вирусные частицы на 
основе вируса лейкоза мышей (MLV), который относится к гамма
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рет ро вирусам. Их главный минус состоит в том, что они обладают 
мута генным эффектом, встраиваясь в совершенно произвольные 
точки генома. 
 Переход к векторам на основе лентивирусов был обусловлен тем, 
что они, в отличие от гаммаретровирусов, могут заражать неделя
щиеся клетки. Выбору лентивирусов для доставки компонентов 
сис темы редактирования генома также способствует тот факт, что 
они не используют клеточные онкогены для стимуляции деления, 
так как способны проникать в ядро и без этого процесса. однако у 
лен ти вирусов есть следующие минусы: они могут мутировать как 
собст венные нуклеиновые кислоты, так и трансгенные, а при нали
чии в трансгене того, что может мешать репликации, трансген будет 
недос таточно представлен в целевых клетках. 
 В основе лентивирусных векторов лежит вирус иммунодефицита 
человека (ВИЧ1). основными генами, необходимыми для выживания 
и функционирования ретровирусов, являются гены gag, pol и env; 
gag кодирует структурные белки, pol – ферменты, необходимые 
для обратной транскрипции и интеграции в геном клеткихозяина, 
env – гликопротеин оболочки вируса. На данный момент известны 
ленти вирусные векторы трёх поколений, при разработке которых 
уве ли чивалась безопасность системы, но сохранялась высокая эффек
тивность доставки генетического материала (трансгена) в целевые 
клетки. 

Таблица 2. Характеристика вирусных векторов

Характеристика Ретровирусы аденовирусы аденоассо цииро-
ванные вирусы

Размер частицы, нм 100 80–120 20–30
Геном РНК двунитевая дНК однонитевая дНК
Максимальный раз
мер вставки, т.п.о.

8 20 4,5–5,0

Клеткимишени делящиеся большинство большинство
Эффективность 
трансдукции

Низкая Высокая Высокая

Иммуногенность Низкая Высокая Низкая
Интеграция с дНК 
реципиента

да Нет Низкая вероят ность, 
иногда интег рирует в 
геном в качестве про
вируса

Продолжительность 
экспрессии

длительная Короткая длительная
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 Первое поколение лентивирусных векторов представляет собой 
три независимых плазмиды: вектор оболочки (несущий ген глико про
теина env), пакующий плазмидный вектор (несущий гены gagpol, rev 
и rre вместе со всеми генами, кодирующими вспомогательные белки) и 
трансферный вектор (несущий трансген). для сборки лентивирусных 
частиц все три компонента системы временно котрансфицируют в 
клетки эмбриональных почек человека линии HEK293T. 
 Вначале для увеличения безопасности данного метода в оболо чеч
ной плазмиде оставили лишь часть, кодирующую гликопротеин g120, 
но такие частицы стали хуже инфицировать клетки. Использование 
гете ро логичных генов, кодирующих гликопротеины наружной 
мембраны других вирусов, позволило не только увеличить безопас
ность системы, но и повысить эффективность и селективность дос
тавки конструкции в целевые клетки. В лентивирусных частицах 
второго и третьего поколения в векторах оболочки ген env заменён на 
ген vsvg, кодирующий поверхностный гликопротеин вируса везику
ляр ного стоматита (VSVG). Этот гликопротеин может встраиваться в 
мембрану любого вируса и облегчает проникновение вектора в клетку 
путем эндоцитоза, тем самым уменьшая потребность во вспомо га
тельных белках оболочки [135]. Использование VSVG позволило 
увеличить тропизм лентивирусных частиц и сделало возможной 
транс дукцию практически всех видов клеток. 
 оптимизация как пакующего плазмидного вектора, так и вектора 
оболочки проходила в несколько этапов. В первом поколении пакую
щий плазмидный вектор содержал все гены ВИЧ1 (vif, vpr, vpu, nef, 
gag, pol, tat, rev), кроме генов env и rre, а также 5′концевой основ ной 
донорный сайт сплайсинга. Вирусный длинный 5′концевой повтор 
(5′LTR) был заменен на гетерологичный промотор типа консти
ту тив ного энхансера/промотора генов цитомегаловируса человека 
или промотор из LTR вируса саркомы Рауса, а 3′концевой повтор 
(3′LTR) – на сигнал полиаденилирования вируса SV40 либо полиа 
сигнал гена ins человека. Сигнал упаковки вирусной РНК и сайт свя
зы вания праймеров были полностью удалены. 
 Второе поколение паковочных плазмид уже не имело генов, 
коди рующих вспомогательные белки NEF, VIF, VPR и VPU, которые 
ответ ст венны за вирулентность, цитотоксичность и репликацию 
виру сов in vitro, что повысило безопасность использования ленти ви
рус ных векторов. дальнейшая модификация паковочной плазмиды 
путём удаления гена tat и выноса гена rev в отдельную независимую 
плазмиду привели к созданию паковочной плазмиды третьего поко
ле ния, которая считается наиболее безопасной.
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 оптимизация трансферного вектора проходила параллельно с 
изме нениями пакующего плазмидного вектора. Первое поколение 
плаз миды, несущей трансген, содержало интактные 5′ и 3′LTR и 
было зависимо от Tatконтролируемой транскрипции. для достижения 
боль шей безопасности в дальнейшем использовали лентивирусные 
векторы доставки, где в структуре 3′LTR удален элемент U3 (∆U3). 
В этом случае невозможно восстановление элемента U3 в 5′LTR во 
время создания дНК на матрице полноразмерной векторной РНК. 
Следо ва тельно, после встраивания провируса в хромосомную дНК 
целе вой клетки не происходит мобилизации вектора, т.е. образования 
новых полно размерных молекул векторной РНК и вирусных частиц 
в транс дуци рованных клетках при суперинфекции диким типом 
ВИЧ1. Такие векторы получили название самоинактивирующихся 
(SIN) векторов второго поколения. 
 Третье поколение лентивирусных векторов доставки уже содер
жало 5'LTR, в котором элемент U3 был заменен на сильный гетеро
ло гич ный конститутивный промотор цитомегаловируса человека. Так 
как в паковочных плазмидах третьего поколения ген tat был удалён, 
такой гибридный 5′LTR стал Tatнезависимым [136]. 
 Так как исходным материалом для создания лентивирусных векто
ров являлся ВИЧ1, существовало три потенциальных источника 
опасности: появление в препаратах вируса дикого типа, мобилизация 
вектора в трансдуцированной клетке в случае инфекции вируса 
ВИЧ1 дикого типа и инсерционный мутагенез. Первая проблема была 
решена путем создания лентивирусного вектора третьего поколения, 
вторая – решена не полностью, а третья на сегодняшний день решения 
не имеет.
 Продолжительная экспрессия белка Cas считается неблагоприятной 
для соотно шения целевых и нецелевых эффектов при редактировании 
генома. для получения временной экспрессии белка Cas9 исполь
зуют не только самоинактивирующийся вектор, но и систему само
инак тивирующегося трансгена: кроме гена, кодирующего Cas9, 
в лен ти вирусном векторе имеются гены, кодирующие две sgRNA 
(одна направ лена на мишень в геноме, вторая – на ген, кодирующий 
Cas9) [137].
 аденовирусные векторы (AV) могут легко включать в себя все эле
менты системы редактирования генома в одной плазмиде благодаря 
их высокой упаковочной способности. они могут доставлять в клетки 
не только гены, кодирующие элементы системы редактирования 
генома, но и совместно с ними большие участки донорной дНК для 
обес пе чения направленной гомологичной репарации. Преимущество 
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доставки с помощью AV заключается в том, что sgRNA и белок Cas 
пос тоянно экспрессируются в одной и той же клетке в фиксированном 
соотно шении. Поскольку AV не интегрируются, экспрессия Cas в 
деля щихся клетках является временной. AV были успешно исполь
зо ваны для редактирования генома мышей in vivo, хотя наблюдалась 
токсич ность, связанная с иммуногенностью [138].
 Рекомбинантные аденоассоциированные вирусы (AAV) широко 
используются для доставки генетических конструкций благо даря 
следующим свойствам: низкая иммуногенность, низкая ток сич
ность, высокая эффективность трансдукции, длительная экспрес сия 
встроенного гена, способность встраиваться в делящиеся и в покоя
щиеся клетки. Кроме того, AAV способны интегрировать целевой 
ген в определенное место генома, что предотвращает неже ла тельные 
мутации [139]. основной недостаток AAV – это неболь шая емкость 
вектора, в котором максимальный размер вставки должен быть не 
более 5 тысяч пар оснований, что существенно огра ни чивает его 
использование для доставки больших молекул. В случае системы 
CRISPR–Cas емкость кассеты AAV недостаточна для доставки химер
ных белков на основе Cas9: сама нуклеотидная после до ва тельность 
химер составляет примерно 5 тысяч пар оснований. Эта проблема 
может быть решена путем разделения Cas9 из Streptococcus pyogenes 
на два фрагмента, спо соб ные рекомбинировать внутри клетки так, 
что уко ро ченные гены будут соответствовать вектору AAV. однако 
такой подход сни жает эффективность доставки, а также разрезания 
дНКмишени [140].

неВиРусные системы

основные особенности невирусных векторов следующие: они обла
дают большей ёмкостью, более просты в сборке и более безопасны. 
однако их главным недостатком является низкая эффективность дос
тавки. Современные невирусные векторы представлены в основном 
липосомами, полимерами и наночастицами. Вероятно, их дальнейшее 
развитие приведет к повышению эффективности доставки [141, 142].
 Липидные векторы относятся к наиболее широко используемым 
невирус ным векторам. Введение в клетки молекул с помощью липи
дов называется трансфекцией. Липидные частицы могут быть как 
нейтральными, так и катионными – для слияния с мембраной клетки 
и переноса нуклеиновых кислот. Нейтральные липиды чаще всего 
исполь зуются как вспомогательные для повышения трансфекцион
ной актив ности липосом. Недавнее развитие липосомальных систем 
привело к появлению липидных наночастиц (ЛНЧ) на основе 
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иони зируемых катионных липидов, у которых за счет третичной 
амино группы положительный заряд возникает при пониженном рН, 
характерном для поздних эндосом. Показано, что с помощью биораз
ла гаемых катионных ЛНЧ можно доставлять комплекс Cas–sgRNA 
в клетки и индуцировать эффективный нокаут гена [143]. Наличие 
дисуль фидной связи в липиде может действовать как механизм высво
бождения, приводя к деградации частицы в клетках. 
 Частицы на основе полимеров можно использовать для доставки 
CRISPR–Cas так же, как и липиды. Такими материалами могут 
служить полиэтиленимин (PEI) и полиамидоамин (PAMAM), чаще 
всего используемые для трансфекции. Катионные полимеры (PEI) 
могут образовывать комплексы с нуклеиновыми кислотами, инду
цируя эписомальное поглощение и высвобождение, подобно катион
ным липидам. В то же время дендритные структуры (PAMAM) 
состоят из ядра, от которого ответвляется полимер, и имеют на своей 
поверх ности катионные первичные амины, которые могут образо
вы вать комплексы с нуклеиновыми кислотами. Показана высокая 
эффек тивность и низкая цитотоксичность трансфекции с помощью 
PAMAM [144].
 Также для доставки РНК и дНК в клетки используют модифици
ро ванные наночастицы – как вирусоподобные, так и магнитные. Их 
собирают на основе ЛНЧ, но с определёнными модификациями. В 
случае вирусоподобных частиц проводят включение белков и глико
про теинов вирусной мембраны в липидную структуру частицы. 
Такая частица может направленно доставлять нуклеиновые кислоты 
в клеткимишени, взаимодействуя с рецепторами на клеточной 
мембране. Таким образом, у ЛНЧ появляется специфичность к опре
де лённому виду клеток. В случае магнитных наночастиц вирусную 
частицу, которая по какимто причинам не может быть доставлена к 
клет кам через среду организма, покрывают тонким слоем наночастиц 
железа, и тонкий луч магнитного поля направляет ее к клеткемишени. 
В качестве примера можно привести бакуловирусный вектор, очень 
удобный в использовании, но подавляемый системой комплемента в 
крови. будучи покрыт магнитными наночастицами, бакуловирусный 
вектор успешно минует систему комплемента и попадает в нужную 
ткань, после чего проникает в клеткумишень и переносит в неё 
гене тический материал [145]. Высокая безопасность такой системы 
обус ловлена тем, что бакуловирусы не способны самостоятельно 
репли цироваться в клетках млекопитающих.
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V. молекуляРныЙ имиДЖинГ нуклеома  
с исПолЬзоВанием CRISPR–CaS9.  

тРеБоВания к Визуализации in vivo
Регуляция многих функций генома происходит на уровне трехмерной 
упаковки хроматина, которую также называют «организацией хрома
тина высокого порядка». Это понятие включает в себя хромосомные 
территории (CT), которые в свою очередь подразделяются на компарт
менты A/B, топологически ассоциированные домены (TAD) и петли 
хро матина, опосредованные CCCTCсвязывающим фактором (CTCF). 
организация хроматина высокого порядка варьируется в разных клет
ках, тканях и у разных видов организмов в зависимости от стадии 
раз ви тия и/или условий окружающей среды. Изучение этих процессов 
в пространстве и времени является предметом 4Dгеномики [146]. 
Также в литературе используют термин «4Dнуклеом», охватывающий 
общую организацию внутриядерного пространства клетки [147]. 
 Визуализация хроматина в реальном времени отвечает на фунда
мен тальный вопрос о том, какие механизмы вовлечены в пространст
вен ную организацию генома [148]. Многие исследования указывают 
на то, что изменение пространственной организации нуклеома 
напря мую связано с развитием заболеваний у человека. Например, 
пока зано, что топологически ассоциированные домены влияют на 
локаль ные взаимодействия энхансера с промотором, что приводит 
к изме не ниям экспрессии генов, в том числе к активации онкогенов 
[149, 150]. 
 для визуализации белков и хроматина в клетках с использованием 
микроскопии высокого разрешения часто используют термин «имид
жинг» (imaging). В традиционном же понимании термин «моле ку
лярный имиджинг» включает в себя набор многочисленных методов 
визуализации молекулярных событий в режиме реального времени 
в живом организме [151]. В данном обзоре термины «молекулярный 
имиджинг» и просто «имиджинг» будут использованы применительно 
к прижизненной визуализации (in vivo), а также к визуализации in 
situ на уровне целого организма.
 Важность использования прижизненного имиджинга для исследо
вания нуклеома можно продемонстрировать на следующем примере. 
до сегодняшнего дня нет единого мнения касательно способа укладки 
нук леосом: вопрос заключается в том, существует ли укладка волокна 
дНК диаметром 10 нм (типа «бусинки на нитке») в волокно диамет
ром 30 нм in vivo, или же это наблюдается только in vitro [152]. ответ 
на такой вопрос должен дать как раз молекулярный имиджинг.
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 Имеющиеся подходы по визуализации генома, успешно рабо
таю щие на клетках, еще не превратились в технологии визуали за
ции генома у животных. особое внимание уделяют модульности 
и мультиплексности используемых методов, что позволяет быстро 
вклю чать новые целевые участки при минимальной замене компо нен
тов системы мечения. Поскольку требования к используемым меткам 
и методам визуализации формулируют, исходя из биологи ческой 
задачи, метки должны иметь низкую токсичность и соответ ст вовать 
тре бованиям биологической безопасности. от мето дов флуо рес
цент ной визуализации требуется достаточная чувстви тельность, 
сочетанные технологии имиджинга должны обеспечить «привязку» 
флуо ресцентного сигнала к участку ткани или органа.

ФЛУоРеСЦеНТНые МеТоды  
дЛя ВИзУаЛИзаЦИИ МеЧеНыХ ЛоКУСоВ ХРоМаТИНа 

Методы сверхразрешающей микроскопии являются основой для 
полу чения новых данных по трехмерному расположению флуорес
центно меченных участков хроматина [153]. Чтобы устано вить 
струк туру хроматина более высокого порядка in vivo, методы 
микро скопии дополняют биохимическими подходами и мето дами, 
основан ными на 3C [92]. для наблюдения за трехмерной струк турой 
генома с начала 2000х годов используют комбинацию микро ско пии 
высокого разрешения с различными FISHзондами [154]. Лока ли
за ционную микроскопию высокого разрешения использовали для 
нано структурного анализа доменов хроматина, меченных методом 
FISH (средняя точность локализации 20 нм) [155]. Метод оптической 
рекон струкции архитектуры хроматина (ORCA) позволил провести 
визуа лизацию хроматина в пределах небольших областей (длиной 
100–700 килобаз) и отразить взаимодействия между регуляторными 
элемен тами у дрозофил (геномное разрешение до 2 килобаз) [156]. 
Комбинация FISHокрашивания и интерферометрической фото ак ти
ви руемой локализационной микроскопии (iPALM) со специальным 
алгоритмом реконструкции позволили получить изображение CTCF
опосредованной петли хроматина в лимфобластоидных клетках 
человека с точностью локализации олигозонда 2–22 нм [152]. К 
настоя щему времени получены новые данные в области визуализации 
дина мики хроматина, изучается роль репликационного стресса, а 
также роль потери функций ключевых регуляторов динамики гисто
нов в развитии глобальных эпигенетических изменений, в том числе 
в разви тии предраковых состояний [157–159]. 
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 основные трудности, с которыми приходится сталкиваться при 
визуа лизации организации хроматина высокого порядка in situ, 
связаны с проблемой специфического мечения дНК и ограниченным 
разрешением микроскопии [153]. Кроме того, некоторые сложности 
обусловлены оптическими свойствами биологических тканей: так, 
автофлуоресценция тканей увеличивает фоновый сигнал. Помимо 
этого, могут возникать артефакты изза рассеянного света, фото
обесцвечивания, неравномерного освещения образца, длины свето
вого пути или изменения интенсивности возбуждения [160]. В мень
шей степени эти ограничения действуют при измерении времени 
жизни флуоресценции (FLIM – fluorescence lifetime imaging) [160]. 
основ ное преимущество FLIM состоит в том, что время жизни флуо
рес ценции является абсолютной величиной, то есть не зависит от 
кон центрации флуорофора, и может быть воспроизведено при разных 
настройках прибора (интенсивности возбуждения, чувствительности 
детек тора, длине оптического пути и т.д.) [161]. 
 Существует ряд модификаций метода FLIM, предоставляющих 
деталь ную информацию о фотофизических явлениях, которые трудно 
или невозможно наблюдать при измерении интенсивности флуо рес
ценции. Так, степень уплотнения хроматина можно рассчитать на 
основе обратных квадратичных соотношений между временем жизни 
флуо ресценции зондов, встроившихся в дНК, и их локальным пока
за телем преломления, изменяющимся при уплотнении структуры 
дНК [162, 163].
 Наиболее распространенная в биологии модификация FLIM 
исполь зует Фёрстеровский резонансный перенос энергии (FRET), 
при котором происходит безызлучательный перенос энергии от 
донора флуоресценции к акцептору. для этого оба флуорофора 
должны находиться в непосредственной близости друг от друга 
(менее 10 нм), вызывая депопуляцию возбужденных электронных 
сос тоя ний донора. В результате время жизни флуоресценции у донора 
умень шается, а у акцептора увеличивается, что позволяет обнаружить 
прост ранственную ассоциацию между флуорофорами [160, 164]. 
FRET зарекомендовал себя как метод изучения структурных и дина
мических изменений нуклеосом как на уровне ансамбля, так и на 
уровне отдельных молекул [165]. С использованием FLIMFRET 
была продемонстрирована существенная разница в компактизации 
эухроматина и гетерохроматина [163]. При экспрессии в клетках HeLa 
гистонов H2B, слитых с флуоресцентными белками eGFP и mCherry, 
с использованием FLIMFRET удалось оценить динамику уплотне
ния хроматина на уровне нуклеосом во время ответа на повреждение 
дНК [166].
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 Необходимо подчеркнуть преимущество имиджинга на основе 
гене тически кодируемых флуоресцентных белков, вклад которых в 
изуче ние молекулярных взаимодействий в биологии и биомедицине 
неоценим [167, 168]. большое разнообразие сенсоров для визуализа
ции сконструировано на основе FRETпар цветных флуоресцентных 
белков [159, 169]. 
 данный подход был успешно реализован нами ранее для визуали
зации активности каспазы3 в опухолевых клетках и подкожных 
ксе нографтах опухолей человека на мышах линии nude с помощью 
FRETсенсора. Сенсор каспазы был сконструирован на основе пары 
цветных белков: TаgRFP выступал в качестве донора флуоресценции, 
а хромопротеин КFP – в качестве акцептора. Мониторинг активации 
кас пазы3 in vivo в ответ на противоопухолевую терапию проводили 
неин вазивно в течение длительного срока (порядка 30 дней) [170–172]. 
 для визуализации флуоресцентно меченных генетически кодируе
мых CRISPR–Cas9 применимы те же подходы, что и для визуализации 
FRETпар. При подключении математических расчетов метод FLIM
FRET также позволяет оценивать расстояние между молекулами [161].
 При измерении времени жизни флуоресценции основные недос
татки включают длительное время сбора данных, которое может 
помешать визуализации быстрых событий, а также высокие требо
ва ния к точности измерения отклика прибора. Кроме того, время 
жизни флуоресценции чувствительно к изменениям температуры, 
рН и вязкости, что усложняет интерпретацию данных. Ряд работ 
пред лагает FLIM с повышенной производительностью, пригодный 
для визуализации быстрых молекулярных процессов в динамике 
[173–175]. для того чтобы снизить автофлуоресценцию тканей и 
уве личить глубину проникновения, возможно использовать электро
маг нитное излучение в красном и ближнем инфракрасном (NIR) 
диапазонах спектра, поскольку фотоны соответствующих энергий 
(как возбуждающие флуоресценцию, так и испускаемые) слабо 
поглощаются живыми тканями [176, 177]. 
 Сочетание флуоресцентного имиджинга с другими техниками 
визуализации (в том числе с магнитнорезонансной томографией) 
обес печит привязку обнаруженного флуоресцентного сигнала к опре
де ленному морфологическому участку ткани или органа. Раз лич ные 
методы имиджинга могут удачно дополнять друг друга при решении 
тех или иных задач.
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МУЛьТИМодаЛьНый ИМИдЖИНГ дЛя ВИзУаЛИзаЦИИ НУКЛеоМа

Технологии молекулярной визуализации, помимо оптического 
имид жинга, включают однофотонную эмиссионную компьютерную 
томографию (оФЭКТ), позитронноэмиссионную томографию 
(ПЭТ), магнитнорезонансную томографию (МРТ), рентгеновскую 
компьютерную томографию (КТ), ультразвуковую томографию. 
однако эти методы сильно различаются по своей чувствительности 
и стоимости [178, 179]. КТ, МРТ и оптические методы хорошо допол
няют друг друга. Такие мультимодальные подходы успешно реали
зуются в области доклинических исследований [180]. Исполь зование 
сочетанных МРТоптических меток позволяет получить макро ско
пи ческое МРТизображение с пространственным разрешением ~50 
мкм [179]. Флуоресцентная визуализация in vitro может отображать 
подробную микроскопическую информацию на субклеточном уровне, 
а контрастное вещество для МРТ может быть непосредственно поме
чено флуоресцентными красителями, обеспечивая бимодальную 
визуализацию [181]. Разнообразие МРТметок представляет собой 
линейку от низкомолекулярных Т1 и Т2контрастных агентов до 
бимо дальных зондов и многофункциональных наночастиц на основе 
ком позитных наноматериалов [182, 183]. 
 Высокочувствительные изображения с высоким пространствен
ным разрешением в режиме реального времени и локализация моле ку
лярных событий могут быть получены путем сочетания активируемой 
флуоресценции (за счет флуорогенной реакции) и активируемой МРТ 
(посредством самосборки in situ). Так, зонд PCyFFGd активировался 
эндогенной щелочной фосфатазой, сверхэкспрессируемой на клеточ
ных мембранах; при этом в мембране собирались наночастицы, 
кото рые непосредственно визуализировались в живых клетках и в 
орга низме мышей [184]. Такая стратегия может быть применена при 
разработке других активируемых зондов для бимодальной визуа ли
за ции, в том числе для визуализации CRISPR–Cas9. 
 Ценной находкой является тот факт, что некоторые низкомо ле
ку лярные вещества, зарегистрированные как рентгенконтрастные 
или магниторезонансные контрастные препараты, способны давать 
эффект оптического просветления, а также усиливать флуоресценцию 
глубоких молекулярных маркеров, экспрессируемых in vivo.

МеТоды оПТИЧеСКоГо ПРоСВеТЛеНИя

детекция флуоресценции низкой интенсивности в живых тканях пред
ставляет непростую задачу. длительная экспозиция не решает дан
ную проблему, так как приводит к пропорциональному увеличению 
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соотношения сигнал/фон. В этом случае простым, но эффективным 
средством повышения контраста флуоресцентного изображения явля
ется использование оптического просветления.
 большинство биологических тканей являются оптически непроз
рачными, поскольку поглощают и рассеивают свет. основные зоны 
поглощения в УФдиапазоне таковы: 200 и 230 нм (белки), 260 нм 
(дНК и РНК), 275 и 345 нм (окисленный гемоглобин), 275 и 360 нм 
(вос становленный гемоглобин) [185]. Хотя одним из стандартных 
мето дов измерения концентрации очищенных белков является 
спектро фотометрия при 280 нм (что обусловлено поглощением 
остат ков триптофана, тирозина и фенилаланина), поглощение белков 
значи тельно выше в области 200–230 нм за счет пептидной связи. 
Поэтому именно эта область считается «белковой» в контексте 
опти ческой прозрачности тканей. основные зоны поглощения 
биоло гических тканей в видимом и ИКдиапазоне следующие: 970, 
1180, 1450, 1775, 1930 и 1975 нм (вода), примерно 760, 830, 920, 
1040, 1210, 1430, 1730, 1760 и 1900–2600 нм (липиды), 420 и 550 
нм (восста новленный гемоглобин), 410, 540 и 575 нм (окисленный 
гемо глобин) [185]. Между указанными зонами высокого поглощения 
нахо дятся пять «окон»: 350–400 нм (I), 625–975 нм (II), 1100–1350 
нм (III), 1600–1870 нм (IV) и 2100–2300 нм (V) [186].
 В то время как поглощение света является неизбежным следствием 
биохимического состава ткани, рассеяние света в биологических 
образ цах можно уменьшить. для этого применяются методы опти
чес кого просветления. В их основе лежат три основных механизма 
[187, 188]: снижение разницы между показателями преломления у 
разных компонентов изучаемой ткани, дегидратация ткани под дейст
вием просветляющего агента и изменение структуры коллагеновых 
волокон. Наиболее простым способом просветления является 
помещение тонкого среза ткани в иммерсию, имеющую высокий 
показатель преломления. Известно много веществ, способных высту
пать в роли просветляющих агентов, в том числе формамид, глице рин, 
глюкоза, сахароза, диметилсульфоксид (дМСо), различные полиэти
лен гликоли. Так, обработка мышечной ткани 60 %ным водным 
раст вором глицерина позволяет добавить к вышеперечисленным 
опти ческим «окнам» еще два: при 230 и 300 нм [185].
 большинство работ по оптическому просветлению выполнено ex 
vivo – на образцах тканей, полученных от убитых животных или из 
человеческого биопсийного материала. однако наиболее перспек
тивными являются исследования in vivo, позволяющие про во дить 
прижизненную визуализацию изучаемых тканей и органов. для 
таких работ требуются нетоксичные просветляющие агенты, оказы



Л.Г.Малошенок и соавт.278

ваю щие лишь временное воздействие на живые ткани и создающие 
минимальные долговременные эффекты. 
 Среди низкомолекулярных веществ, зарегистрированных в качестве 
медицинских препаратов для контрастирования, некоторые способны 
давать эффект оптического просветления. Это йогексол (препарат 
омни пак) и йодиксанол (препарат Визипак) – рентгеноконтрастные 
средства; гадобутрол (препарат Гадовист), гадопентетовая кислота 
(препарат Магневист), гадотеровая кислота (препарат дотарем) – маг
нитнорезонансные контрастные средства [189–191]. Такие препа раты 
позволяют получать оптическое изображение повышенной контраст
ности и синхронизировать его с МРТизображением того же участка 
ткани или органа. обычный способ применения подразумевает нане
сение таких средств на поверхность кожи на 10–15 мин. Но эффект 
просветления реализуется и при внутривенном введении подоб ных 
препаратов, как это недавно показано для Гадовиста [192]. Таким 
образом, расширяются возможности мультимодального иссле дования 
опухолей: лазерная флуоресценция и оптическая коге рентная томо
гра фия могут совмещаться с магнитнорезонансной и компью терной 
томографией [191].
 Стоит отметить, что флуоресценция очень чувствительна к микро
окружению флуорофора, в том числе к полярности растворителя. 
Поэтому просветление тканей может существенно изменять свойства 
флуо рофоров. Например, для DAPI и флуорофоров из группы Alexa 
Fluor показано, что просветление с помощью смеси бензилового спирта 
и бензилбензоата не только изменяет интенсивность флуоресценции, 
но и сдвигает положение максимумов на спектрах поглощения и 
испус кания вплоть до нескольких десятков нм [193]. Этот эффект 
необ ходимо учитывать при подборе оптических фильтров для работы 
с биологическими образцами, чтобы избежать смешения сигналов. Та 
же смесь бензилового спирта и бензилбензоата приводит к тушению 
флуо ресценции eGFP до уровня фона [193]. Напротив, просветление 
с помощью гадобутрола увеличивает интенсивность флуоресценции 
крас ного флуоресцентного белка (TagRFP) вплоть до 1,5 раз [194]. 
 еще одна деталь, которую необходимо учесть при работе с про
свет ляющими агентами, состоит в том, что снижение рассеяния не 
только способствует проникновению в изучаемую ткань возбуждаю
щих фотонов, но и облегчает вылет испускаемых фотонов из этой 
ткани. По этой причине чрезмерное просветление, полученное за счет 
слишком высокой концентрации вещества или слишком длительной 
обработки, приводит к падению регистрируемого сигнала [188].
 Все это необходимо учитывать при разработке сочетанных подхо
дов прижизненной визуализации.
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ТРебоВаНИя По оТСУТСТВИЮ ТоКСИЧНоСТИ. 
бИобезоПаСНоСТь

Кроме упомянутых выше требований к имиджингу хромосомных 
локусов, как то: чувствительность на молекулярном уровне, привязка 
к мор фологической структуре, – возникают требования по низкой ток
сич ности компонентов системы, а также по характеристикам ADME.
 ADME (A – adsorbtion, D – distribution, M – metabolism, E – excre
tion) расшифровывается как «абсорбция, распределение, мета болизм 
и экскреция». Классические параметры ADME обычно исполь зуют 
для характеристики фармацевтических продуктов. однако в случае 
препаратов для генной терапии подобная оценка должна быть рас
ши рена, поскольку классические параметры ADME применимы 
лишь для дополнительных компонентов генномодифицированных 
тканей и клеток, например, для флуорогенных субстратов или меток. 
аналогично требованиям к векторам, переносящим гены в рамках 
генной терапии [195], стандарты ADME требуют расширения тракто
вок и в случае стабильных систем экспрессии генноинженерных 
про дук тов в клетках млекопитающих. Информация по ADME компо
нентов вирусных векторов, важных для надлежащей оценки рисков, 
пред ставлена в ряде фундаментальных исследований, а также в испы
таниях методов генной терапии человека [196]. Так, в свое время было 
проведено исследование [197] по изучению потен циаль ного выделения 
вирусных векторов подопытными живот ными после внутривенного 
введения им таких векторов. В экспе ри ментах оценивали предел 
обнаружения лентивируса третьего поко ления, рекомбинантного 
аденоассоциированного вируса и аденовируса с делецией E1, 
тестируемых непосредственно из стада и после нанесения на 
пластиковые клетки и подстилку. Признаков амплификации вирусов 
не было обнаружено нигде: ни в крови, ни в моче, ни в экскрементах, 
ни в местах инъекций, ни на подстилке. Наиболее безопасным 
вектором оказался рекомбинантный аденоассоциированный вирус, 
не обладающий известной патогенностью для человека. был сделан 
вывод, что обычно используемые вирусные векторы с дефи ци том 
репликации представляют минимальный риск заражения через 
72 часа после инокуляции. Меры предосторожности на уровне 
биобезопасности животных 2 оправданы во время первоначального 
введения, но после смены клетки может быть достаточно мер безопас
ности уровня 1.
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РазРабоТКа ПРИЖИзНеННыХ СИСТеМ ВИзУаЛИзаЦИИ  
На оСНоВе CRISPR–CAS9: оТ IN vITRo К IN vIvo

для применения в живых организмах наиболее предпочтительны 
так назы ваемые тераностические (одновременно диагностические 
и тера певтические) зонды. К ним можно причислить систему 
CRISPR–Cas9: с одной стороны, она подразумевает адресную дос
тавку к последовательностимишени, с другой стороны, она обес
пе чивает терапевтический ответ, проявляющийся в генетическом 
редак тировании дНК [4, 179]. Система CRISPR–Cas9 наиболее 
эффек тивна при лечении моногенных заболеваний, таких как болезнь 
Хан тингтона, муковисцидоз, талассемия и серповидноклеточная 
анемия. однако в числе потенциальных мишеней CRISPR–Cas9 
нахо дятся и многофакторные заболевания, такие как рак, диабет 
и сер дечнососудистые заболевания [4, 6, 198]. На сегодняшний 
день препараты на основе компонентов системы CRISPR–Cas9 уже 
прохо дят доклинические и клинические испытания. Так, в 2021 году 
иссле дователи сообщили об успешном применении нового лекар ст
вен ного комплекса NTLA2001, представляющего собой липид ные 
наночастицы с включенной мРНК Cas9 из Streptococcus pyo genes и 
sgRNA CRISPR, у шести пациентов, страдающих от транс ти рети но
вого амилоидоза с полинейропатией [199]. 
 другое направление в использовании системы CRISPR–Cas9 
связано с усовершенствованием комплекса для мечения и визуа ли за
ции генома и нуклеома. К 2013 году был разработан способ доставки 
моле кулярного комплекса CRISPR–Cas9, успешно продемонст ри ро
ванный в культуре человеческих клеток [200]. данной технологии 
присвоили аббревиатуру RGEN (RNAguided endonuclease), и благо
даря ряду преимуществ она заняла лидирующее место в линейке таких 
методов, как ZFN и TALEN. Методика RGEN отличается более прос
тым дизайном: выбор целевого сайта определяется исключительно 
комплементарностью его гетероциклических оснований к спейсеру 
sgRNA, не требуется повторное конструирование белка для каждого 
нового целевого сайта. Немаловажным преимуществом данной 
технологии является возможность мультиплексирования – сочетания 
экспрессии Cas9 с доставкой нескольких sgRNA. В 2013 году было 
пока зано, как можно использовать систему для визуализации работы 
теломер и внутриядерной локализации локусов гена мембранного 
муцина (MUC4) [110]. В пионерской работе [5] были протестированы 
варианты dCas9 с использованием sgRNA, специфичных для тело мер
ных последовательностей. было показано, что различные флуорес
центно меченные изоформы dCas9 эффективно направляются на 
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правильную последовательностьмишень. авторы смогли пометить 
две разные пары хромосом, используя sgRNA, специфичные для 
послед овательностей на хромосомах 9 и 13. затем они обратили 
внима ние на картирование пар внутрихромосомных локусов. были 
опре делены локусы с расстояниями 75 и 2 мегабаз, при этом рас
счи танные флуоресцентные расстояния коррелировали с ранее 
уста новленной физической картой. Сравнивая пары мишеней на 
расстоянии ~2 мегабазы друг от друга, они заметили, что могут 
оценить степень уплотнения хроматина даже на этом небольшом 
рас стоянии. Эта работа представляет собой первое картирование 
внутри хромосомных локусов. 
 Использование системы CRISPR–Cas9 в комбинации с микро
ско пией сверхвысокого разрешения может улучшить разрешение, 
однако не решает проблем наличия фонового сигнала и низкой 
чувст вительности метода. одним из возможных решений является 
исполь зование SunTag [111] – полипептидного каркаса, с которым 
одновре менно связывается много молекул флуоресцентного белка. По 
оценкам авторов, для получения детек тируемого сигнала необходимо 
как минимум 150–200 молекул флуо рес центного белка. Уровень сиг
нала увели чивается на порядки, что позволяет снизить мощность 
облу чения при визуализации, уменьшая таким образом фото обес
цве чивание и фототоксичность. 
 Прижизненная визуализация продемонстрирована на сегод
няш ний день с помощью метода LiveFISH (флуоресцентная гибри
ди зация живых клеток CRISPR in situ, с использованием флуо рес
центных олигонуклеотидов) [201]. Химически синтезиро ван ные 
флуо ресцентные sgRNA в комплексе с белками dCas могут способ
ство вать быстрому, надежному и масштабируемому отсле живанию 
геномной дНК и визуализации РНК в живых клетках, включая 
пер вичные клетки (изолированные из организма с ограниченной 
продол жительностью жизни).
 Рассмотрим основные типы молекул и наиболее перспективные 
с нашей точки зрения подходы, с помощью которых можно прово
дить прижизненную визуализацию хроматина in vivo. еще раз 
под черкнем, что интерес представляют те подходы, которые могут 
обес печить мультиплексность, универсальность (быстрые конструк
тив ные замены одной или двух компонент системы мечения) и воз
можность мультимодальной визуализациии, а также обладают низкой 
токсичностью и харатеризуются хорошей фармакокинетикой и фар
макодинамикой низкомолекулярных компонентов систем CRISPR–
Cas9, например, флуорогенных субстратов. 
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 Наиболее часто используемое и, на первый взгляд, простое реше
ние – это внутриклеточная экспрессия химер дНКсвязывающих 
белков (например, dCas9) с флуоресцентными белками (dCas9FP) 
в сочетании с соответствующими sgRNA. Такие конструкции вклю
чают два основных компонента, ранее оптимизированные для транс
крипции в клетках животных. они снабжены пептидными сигна лами 
для транспорта в ядро (белки Cas исходно являются прока рио
тическими) и несут на себе различные наборы и количества копий 
флуоресцентных белков. Подобные конструкции ранее доставляли 
в клетки с применением трансфекции соответствующих векторов, в 
усло виях нерегулируемой конститутивной экспрессии белковых про
дуктов [5, 126, 201, 202]. Фолдинг флуоресцентных белков в клетках 
эукариот происходит быстро (20–150 мин), и , как правило, этого 
дост а точно для решения определенных задач. однако несмотря на то, 
что ток сичность самих флуоресцентных белков в куль туре клеток и 
in vivo низка [203, 204], химерные конструкции с флуоресцентными 
белками способны накапливаться в цитоплазме, что может вызывать 
стресс эндоплазматического ретикулума [205–207]. Это ограничивает 
возможности проведения долгосрочных экспе риментов на живых 
клетках и тканях. 
 для двуцветного или полихроматического мечения структур внутри 
ядер животных клеток было предложено использовать дНК/РНКсвя
зывающие белки на основе нескольких ортологов dCas9 из разных 
видов микроорганизмов. С одной стороны, применение ортологов 
уве личивает число возможных РаМпоследовательностей при выборе 
сайтамишени. С другой стороны, оно дает возможность для муль ти
плексирования: позволяет создавать химеры разных ортологов с раз
личными флуоресцентыми белками [5, 127]. Тем не менее, для визуа
ли зации взаимного расположения дНКсвязанных белков одного 
только эффекта полихроматической флуоресценции недостаточно. 
Необ ходима работа над инженерией зондов и оптимизацией пары 
флуоресцентных белков [208, 209]. При правильном подборе 
FRETпары можно судить о расстоянии между флуоресцентными 
зондами, связанными с пространственно сближенными элементами 
в составе петель хроматина. 
 В то время как флуоресцентные белки способны флуоресцировать 
сразу после созревания/фолдинга независимо от локализации в 
клетке, альтернативой им могут служить химеры dCas9 с фермен
тамимет чиками, каталитическую активность которых в ядре можно 
обна руживать с помощью специальных флуоресцентных (квази)
субстратов. добавление флуоресцентных (квази)субстратов трех 
ферментовметчиков (Halo, SNAP и CLIP) позволяет метить белки 
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в живых клетках благодаря проницаемости клеточных мембран для 
данных субстратов [210]. Субстраты ферментaметчикa SNAP (про
дукт мутагенеза о6метилгуанозинтрансферазы человека) и CLIP 
(о2бензилцитозинтрансферазы), являющегося продуктом мутагенеза 
SNAP, коммерчески доступны, причем реакция с участием SNAP 
идет со скоростью, на порядок превышающей скорость реакции с 
учас тием CLIP. Несмотря на это, сочетание экспрессии парных химер 
SNAP/Halo или SNAP/CLIP дает возможность наблюдения за двумя 
про дуктами реакции мечения флуоресцентными субстратами. Иными 
сло вами, ферментативные реакции, катализируемые этими парами 
фер ментовметчиков взаимоортологичны: способны протекать одно
вре менно и независимо друг от друга. 
 Известно, что эндонуклеазы Cas9 и их каталитически неактивные 
мутанты dCas9 способны образовывать функционально полноценные 
химеры с флуоресцентными белками [5, 127, 211], ферментами редак
ти рования оснований (например, деаминазой APOBEC) [212], а также 
аскорбатпероксидазой, способной биотинилировать дНКсвязанные 
белки [213]. Тем не менее, использование ферментовметчиков для 
полу чения флуоресцирующих пар ортологов dCas9 с целью прямого 
фер ментативного мечения с помощью флуоресцентных субстратов 
до сих пор не было исследовано. единственное упоминание химеры 
Cas9 с ферментом SNAP встречается в работе [214] при полу че нии 
кова лентных комплексов Cas9 и олигонуклеотидов, чтобы увели чить 
вероят ность репарации инсерций и делеций в дНК путем гомо ло гич
ной рекомбинации в клетках животных. 
 Наконец, перспективным подходом в разработке прижизненных 
систем визуализации является создание sgRNA с включением в их 
пос ледовательность коротких аптамеров, способных специфически 
связы вать молекулы, которые флуоресцируют только после их 
связывания с аптамером. Получение и, в особенности, доставка 
подоб ных флуоресцентных зондов в живые клетки представляет 
собой сложную задачу, поскольку до сих пор в качестве лигандов 
апта меров использовали олигонуклеотиды, несущие пару, состоящую 
из тушителя флуоресценции и флуорофора [215, 216]. Необходимость 
транс фекции клеток для доставки подобных олигонуклеотидов пред
став ляет собой препятствие для работы с животными. 
 Применение нефлуоресцирующих молекул в качестве лиган дов, 
флуоресценция которых разгорается после связывания с аптамерами, 
представляет наибольший интерес при работе с тка нями живых 
организмов. Исходные флуорогенные РНКаптамеры были получены 
для определения красителя малахитового зеленого в растворах и 
живых тканях [217, 218]. однако они непригодны для работы in 
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vivo изза высокой фототоксичности малахитового зеленого для 
живых клеток. В дальнейшем отбор аптамеров на основе их связы
вания с лигандами в сочетании с клеточной сортировкой позволил 
получить аптамер tBroccoli. Несмотря на невысокую аффинность 
(КD ~ 360 nM) к своему лиганду (замещенному гидроксибензилиде
нону, например, DFHBI1T), tBroccoli создает уникальное окружение 
в области связывания нефлуоресцирующих молекул, сходных по 
структуре с флуорофорами зеленого флуоресцентного белка, причем 
коэффициент экстинкции у комплекса tBroccoli с лигандом состав ляет 
29600 M–1cм–1, что сравнимо с коэффициентами экстинкции флуо
рес центных белков. Таким образом, комплекс tBroccoli с DFHBI1T 
демонстрирует повышенную флуоресценцию по сравнению с 
другими РНКаптамерами (Spinach2) [219].
 особенностью нового поколения флуорогенных РНКаптамеров 
является их способность к фолдингу после образования химер слияния 
с 3′концом любой малой РНК и образование флуоресцирующих комп
лек сов с лигандами типа DFHBI1T при физиологических условиях 
и в присутствии низких концентраций магния. После фолдинга этих 
коротких аптамеров (длина 49 н.о.) при связывании с флуорофорами 
они активируют флуоресцентные свойства DFHBI1T изза изменения 
мик роокружения, которое стабилизирует возбужденное состояние 
флуо рофора. Это увеличивает квантовый выход флуоресценции 
DFHBI1T в 1000 раз [219]. 
 Недавняя работа с Gквадруплексобразующими аптамерами поз
во лила обнаружить семейство коротких РНК (Mango I – Mango IV), 
кото рые способны с высокой аффинностью связывать производные 
индо цианинового красителя тиазолового оранжевого (То) с удли нен
ным карбометиновым мостиком (То3) [220, 221]. Можно создавать 
реком бинантные молекулы РНК, в которых к исходным кле точным 
РНК присоединены РНКаптамеры. При экспрессии подоб ных 
рекомбинантных РНК комплекс аптамера Mango IV с То3 легко 
обнаруживается в клетках млекопитающих. То3 флуоресцирует 
в красной области спектра в результате батохромного сдвига пика 
спектра поглощения и флуоресценции То [222]. данный подход 
исполь зуется как для выделения рибонуклеопротеинов [223], так и 
для оптического имиджинга живых клеток, поскольку производные 
То нетоксичны, проникают через биологические мембраны и прак
тически не флуоресцируют в свободном (не связанном с РНК) сос
тоя нии [224]. Комплекс аптамера типа tBroccoli (или его димерной 
формы) с DFHBI1T может образовывать FRETпару, в которой 
акцеп тором служит комплекс Mango IV–TO3 [221]. 



Визуализация нуклеома с помощью CRISPR–Cas9 285

 Несмотря на важность картирования генома в контексте его 
редак тирования, вышеописанные подходы на сегодняшний день 
не апробированы для визуализации близких взаимодействий пары 
рибо нуклеопротеиновых зондов в экспериментах in vivo. Можно 
пред положить, что одним из наиболее перспективных под ходов 
имид жинга CRISPR–Cas9 in vivo является использование флуо ро
генных РНКаптамеров и нетоксичных низкомолекулярных флуо
ро генных лигандов, которые, в свою очередь, могут быть связаны с 
пара магнитной меткой (контрастным веществом для МРТ) [181]. 

VI. заклЮЧение
один из новейших способов применения флуоресцентно меченного 
белка Cas9 в современной молекулярной биологии – это многоцветное 
мечение нескольких геномных локусов в живых клетках с помощью 
системы CRISPR–Cas9, разработанное в лаборатории Тору Педерсона 
[5]. оно приближает нас к картированию 4Dнуклеома, а также к 
пони манию того, как ядерная организация меняется в течение жизни 
клетки в норме и патологии. Современные методы оптической визуа
лизации (в частности, микроскопии клеток) в состоянии обеспечить 
визуализацию явлений на уровне компактизации (физического 
уплотнения) структуры хроматина в отдельной клетке. они также 
поз во ляют вести наблюдение за взаимодействиями хроматинсвязы
ваю щих белков в ядрах живых клеток.
 Получение и анализ изображений, отражающих взаимное 
прост ранст венное расположение отдельных элементов генома, 
явля ется важным направлением исследований как с точки зрения 
фун да ментальных научных проблем функцио нальной геномики и 
молеку лярной биофи зики, так и для практических целей, связанных с 
необ хо димостью вести редак тирование геномов соматических клеток 
в естест венном микро окружении ткани. Важность прижизненного 
иссле дования подтверждается рядом последних работ, в которых 
дан ные по укладке нуклеома in vitro отличаются от таковых при 
обра ще нии к прижизненному наблюдению.
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